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Resumo. Os fungos são organismos heterotróficos, eucariotos e cosmopolitas, pois estão presentes em 
qualquer parte do planeta. Sendo amplamente distribuídos na natureza, são encontrados na água, no ar 
atmosférico, solo, vegetais e no ser humano, podendo causar doenças. Os dermatófitos são fungos que 
colonizam o tecido queratinizado da pele, pelo e unhas do ser humano e de outros animais. Trichophyton 
tonsurans é um dermatófito antropofílico e pode causar principalmente tinea capitis. Inúmeras técnicas de 
manutenção são utilizados para fungos e a mais adequada é aquela que mantiver por longos períodos as 
características originais da cultura, como viabilidade, esporulação e patogenicidade. Com o objetivo de 
averiguar a viabilidade e confirmar a taxonomia das colônias do fungo Trichophyton tonsurans, foram 
analisadas 69 isolados, sendo todos da Micoteca URM – UFPE, estocados sob óleo mineral. Fragmentos 
das culturas foram reativados em caldo glicosado, mantidos à temperatura de 28°C ± 2°C, por até 12 dias. 
Do total de 69 amostras analisadas, 42 (60,87%) se encontram viáveis após o tempo de estocagem de 
1955-2008. As colônias que apresentaram crescimento em caldo glicosado foram transferidas para o meio 
Agar Saboraud, permanecendo por 08 dias, à temperatura ambiente (TA). Após o crescimento, todas as 
colônias semeadas em ágar Saboraud foram submetidas à técnica de cultura em lâmina para facilitar o 
processo de confirmação taxonômica. Quarenta e duas amostras tiveram a taxonomia confirmada, 
totalizando uma porcentagem de 100%. Dessa forma, constatou-se que o método de preservação em óleo 
mineral é recomendado para T. tonsurans após longos períodos de estocagem. 
Palavras chave: Viabilidade, Trichophyton tonsurans, óleo mineral, taxonomia. 
 
Abstract. The fungi are heterotrophic, eukaryotes, and cosmopolitan, since they are present in any part of 
the planet. Being widely distributed in nature, are found in water, air, soil, plants and humans and can cause 
disease. Dermatophytes are fungi that colonize the keratinized tissue of the skin, hair and fingernails of 
humans and other animals. Trichophyton tonsurans is an anthropophilic dermatophyte and can cause 
especially tinea capitis. Numerous techniques are used to maintain and most suitable fungus is one that 
lasts for long periods of culture unique features, such as viability, sporulation and pathogenicity. In order to 
investigate the viability and confirm the taxonomy of the fungus Trichophyton tonsurans colonies, 69 isolates 
were analyzed, all the URM Culture Collection - UFPE stored under mineral oil. Fragments of the cultures 
were reactivated dextrose broth, kept at 28 ° C ± 2 ° C for 12 days. Of the 69 samples analyzed, 42 (60.87%) 
are viable after the storage period 1955-2008. The colonies that showed growth in glucose broth were 
transferred to Sabouraud ágar, staying for 08 days at room temperature (RT). After growth, the colonies 
were on Sabouraud agar culture technique referred to slide to facilitate confirmation process Taxonomy. 
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Forty-two samples had confirmed the taxonomy, with a total percentage of 100%. Thus, it was found that the 
preservation method in mineral oil is recommended for T. tonsurans after long storage periods. 
Keywords: Viability, Trichophyton tonsurans, mineral oil, taxonomy. 
______________________________________________________________________________________ 
 

Introdução 

Os fungos são organismos que possuem 
grande capacidade de adaptação ao meio 
ambiente, sendo encontrados em vários ambientes. 
Alguns fazem parte da microbiota do ser humano e 
de outros animais, mantendo o equilíbrio da 
mesma, quando este equilíbrio é alterado, podem 
desenvolver doenças (CONANT et al., 1971; 
RIPPON, 1990; LACAZ et al., 2002). 

O principal objetivo da preservação de 
culturas fúngicas é a manutenção das 
características biológicas dos isolados (HECKLEY, 
1978). A conservação dos aspectos morfológicos, 
fisiológicos, genéticos e metabólicos dessas 
culturas é frequentemente requerida para estudos 
de taxonomia, perfil bioquímico, diagnóstico 
laboratorial e produção de substâncias de interesse 
comercial e industrial (BAKER; JEFFRIES, 2006). 
Para obter este estado, livre de variações morfo-
fisiológicas, por longos períodos de tempo, a 
suspensão do metabolismo celular é condição 
fundamental (GRIVELL; JACKSON, 1969). Os 
métodos comumente empregados para a 
preservação de microrganismos incluem: óleo 
mineral (NEUFELD; SARQUIS, 1999), água 
destilada (DESHMUKH, 2003), sílica gel (GENTLE ; 
SCOTT, 1979), solo (BAKERSPIEGEL, 1953), 
liofilização (RYBNIKAR, 1995), congelamento a – 
70o C (PASSARELL; MCGINNIS, 1992) e nitrogênio 
líquido (STALPERS et al., 1987); porém, alguns são 
laboriosos e apresentam custos elevados de 
implantação, o que os tornam inacessíveis aos 
laboratórios de pequeno e médio porte (BORMAN 
et al., 2006). 

Um grupo de fungos particularmente sensível 
à preservação em laboratório são os dermatófitos 
(BAKER; JEFFRIES, 2006). O termo dermatófito 
corresponde a uma designação sob a qual estão 
agrupados fungos muito proximamente 
relacionados dos gêneros Microsporum, 
Trichophyton e Epidermophyton que têm a 
habilidade de invadir e colonizar os tecidos 
queratinizados (pele, pelo e unhas) do hospedeiro 
humano e de outros animais (WEITZMAN; 
SUMMERBELL, 1995; GUPTA et al. 1998). 

Os dermatófitos têm distribuição universal, 
entretanto a incidência das diferentes espécies e 
locais anatômicos da infecção pode ser influenciada 
por fatores geográficos, socioeconômicos e 
ambientais (PEREIRO et al., 1996; RUBIO et al., 
1999). 

A distribuição geográfica dos dermatófitos 
mostra-se bastante variável; enquanto alguns são 
cosmopolitas, a distribuição de outros depende dos 
seguintes fatores: adaptação ao meio ambiente, 
deslocamentos humanos, convívio com animais 
domésticos, aspectos socioeconômicos, sexo, idade 
e imunidade do hospedeiro, promovendo assim 

variações no espectro destes fungos, de região 
para região. Dessa forma, é importante o 
conhecimento das espécies dos dermatófitos de 
uma dada região, durante um período de tempo 
prolongado, permitindo estabelecer as espécies de 
ocorrência comum, esporádica ou excepcional 
(DIAZ et al., 1984; LONDERO; LIMA et al., 1999 ). 

Esses patógenos, quando estocados por 
longo tempo, apresentam alterações pleomórficas 
que levam a mudanças irreversíveis em seus 
atributos morfológicos e propriedades fisiológicas 
(WEITZMAN, 1964). O pleomorfismo em 
dermatófitos pode ser definido como sendo uma 
instabilidade das características culturais 
associadas à formação progressiva de hifas atípicas 
que surgem como um micélio esbranquiçado na 
colônia, apresentando perda parcial ou total da 
capacidade de esporulação (BISTIS, 1959). 

De acordo com Babel; Baughman (1989), nos 
países com alta incidência de Trichophyton 
tonsurans, tem-se detectado uma alta prevalência 
de portadores assintomáticos que facilitam a 
transmissão e a infecção. 

Os casos de dermatofitoses do couro 
cabeludo no Brasil, causados pelo T. tonsurans, 
ocorrem com mais frequência nos Estados acima 
do Trópico de Câncer; esse fungo parece bem 
adaptado às condições ambientais das regiões 
Norte e Nordeste, sendo endêmico na região 
amazônica (COSTA, 1991). 

Considerando a relevância de estudos que 
referem a viabilidade e variações morfo-fisiológicas, 
por longos períodos de tempo em dermatófitos e a 
importância de T. tonsurans na saúde pública 
objetivamos neste estudo, verificar a viabilidade e 
possíveis variações em culturas de T. tonsurans 
preservados sob óleo mineral na Micoteca URM do 
Departamento de Micologia do Centro de 
Biociências da UFPE. 

 
Material e Métodos 

Culturas: Utilizou-se 69 isolados de 
Trichophyton tonsurans preservadas sob óleo 
mineral (SHERF, 1943), estocados na Micoteca 
University Recife Mycology – URM/Departamento 
de Micologia (Centro de Biociências – Universidade 
Federal de Pernambuco).  

 
 Reativação: A reativação foi feita 

utilizando-se caldo glicosado em tubos de ensaio, 
mantidos à temperatura ambiente (28°C ± 2°C).  
  

Confirmação taxonômica: As culturas 
Foram semeadas em meio ágar Sabouraud em 
tubos de ensaio e logo após em placas de Petri.  
 

Delineamento Metodológico 

Culturas de Trichophyton tonsurans  
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Os sessenta e nove (69) isolados de 
Trichophyton tonsurans foram preservados sob óleo 
mineral no período de 1955 a 2008, na Coleção de 
Culturas – Micoteca URM. As culturas de fungos 

preservadas em óleo mineral, substratos onde 
foram isoladas e ano de estocagem, estão descritos 
na Tabela 01. 

.  
 

Tabela 01. Culturas de Trichophyton tonsurans (Malmsten) preservadas sob óleo mineral e estocadas na  
Micoteca URM, CCB, UFPE. 

N° de 
registro 

Ano da 
estocagem 

Substrato N° de 
registro 

Ano da 
estocagem 

Substrato 

5904 2008 Epiderme 4591 2003 Couro cabeludo 

5558 ----- Unha 4590 2003 Epiderme 

5544 2007 Epiderme 4589 2003 Couro cabeludo 

5516 2007 Epiderme 4588 2003 --------------------- 
5508 2007 Pena 4587 2003 Epiderme 

5507 2007 Unha 4586 2003 Couro cabeludo 

5505 2007 Cabelo 4585 2003 Couro cabeludo 

4968 2005 Coxa 4584 2003 Epiderme 

4967 2005 Couro cabeludo 4583 2003 Couro cabeludo 

4965 2005 Couro cabeludo 4582 2003 Couro cabeludo 

4963 2005 Couro cabeludo 4423 2002 Couro cabeludo 
4949 2004 Face 4288 2000 Epiderme 

4948 2004 Unha 4287 2000 Epiderme 

4947 2004 Couro cabeludo 4286 2000 Couro cabeludo 

4946 2004 Abdômen 4285 2000 Couro cabeludo 

4945 2004 Pé 4284 2000 Couro cabeludo 

4944 2004 Couro cabeludo 4283 2000 Couro cabeludo 

4744 2004 Couro cabeludo 4282 2000 Orelha 

4743 2004 Couro cabeludo 4281 2000 Joelho 

4742 2004 Ombro 4280 2000 Orelha 

4741 2004 Nádegas 4256 2000 Couro cabeludo 

4740 2004 Couro cabeludo 4255 2000 Couro cabeludo 

4739 2004 Couro cabeludo 4224 ----- Couro cabeludo 
4737 2004 Unha da mão 4223 ----- Epiderme 

4736 2004 Unha da mão 4196 1999 Epiderme 

4735 2004 Couro cabeludo 4153 1999 Couro cabeludo 

4734 2004 Couro cabeludo 4152 1999 Epiderme 

4733 2004 Couro cabeludo 3237 1991 Tinea circinada 

4732 2004 Couro cabeludo 3062 1989 Tinea 

4593 2003 Couro cabeludo 2822 1985 Couro cabeludo 

769 1957 Couro cabeludo 610 1955 -------------------- 
735 1957 Couro cabeludo 450 1955 Epiderme 

700 1956 Couro cabeludo 437 1957 --------------------- 
691 1956 Couro cabeludo 178 1955 --------------------- 
680 1956 Couro cabeludo    

 
 
Reativação das culturas e determinação da 
viabilidade 

Para reativação das culturas, foram 
transferidos fragmentos para tubos de ensaio 
contendo caldo glicosado. Os tubos foram mantidos 
à temperatura de 28°C ± 2°C, por até 12 dias. Após 
crescimento, as colônias foram transferidas para 
ágar Saboraud, onde permaneceram de 08-12 dias, 
à temperatura ambiente (TA). Logo após, todos os 
tubos foram analisados para a determinação da 
viabilidade, pureza e confirmação taxonômica. 
 
Confirmação Taxonômica 

 Para auxiliar o processo de confirmação 
taxonômica dos isolados de Trichophyton  
tonsurans, foi aplicada a técnica de cultura em 

lâmina, para executar   esta técnica utiliza-se placas 
de Petri estéril montadas com lâmina e lamínula 
conforme descrito por SOARES et al, 1987. Essa 
técnica facilita a visualização das estruturas 
microscópicas, já que permiti que as estruturas 
fúngicas se mantenham intactas. . Foram 
analisadas características macroscópicas e 
microscópicas, segundo (SEGUY, 1936; REBELL & 
TAPLIN, 1974; SACORDO, 1984; LACAZ et al., 
2002). 
 
Características Macroscópicas 

 As características macroscópicas, como, 
coloração do verso e reverso, textura, superfície, 
bordos e crescimento das colônias, foram 
observadas a partir do inoculo de cada espécime 
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em ágar Saboraud, contido em placa de Petri, após 
tempo de crescimento ótimo (oito a doze dias).  
 
Características Microscópicas 

As características microscópicas das culturas 
como, presença ou ausência de macroconídios e 
microconídios, clamidósporos, foram observados a 
partir de fragmentos das colônias, observadas 
diretamente através da preparação de lâminas 
(lâmina-lamínola) corada em azul de Amann.  

Resultados e discussão 

Os resultados quanto à viabilidade das 
culturas de Trichophyton tonsurans preservadas em 
óleo mineral na Micoteca URM durante o período de 
estoque de 1955 a 2008 estão descritos na tabela 
02. Das 69 culturas avaliadas, 42 (60,87%) se 
mantiveram viáveis e 27 (39,13%) estavam 
inviáveis após o período de estocagem.  

 
Tabela 02. Viabilidade de culturas de Trichophyton tonsurans (Malmsten) preservadas sob óleo mineral e 
estocadas na  Micoteca URM. 

        N° de registro Viabilidade N° de registro Viabilidade 

5904 + 4283 + 

5558 + 4282 - 
5544 + 4281 - 
5516 + 4280 - 
5508 + 4256 + 

5507 + 4255 + 
5505 + 4224 + 

4968 + 4223 - 
4967 + 4196 - 
4965 + 4153 - 
4963 + 4152 + 

4949 + 3237 - 
4948 + 3062 - 
4947 + 2822 + 

4946 + 769 - 
4945 + 735 + 

4944 + 700 - 
4744 + 691 + 

4743 + 680 + 

4742 + 610 + 

4741 + 450 - 
4740 + 437 - 
4739 + 178 + 

4737 + 4584 - 
4736 + 4583 - 
4735 + 4582 - 
4734 + 4423 - 
4733 + 4288 - 
4732 + 4287 - 
4593 + 4286 - 
4591 - 4285 - 
4590 + 4284 - 
4589 - 4586 - 
4588 - 4585 - 
4587 -   

+ = Viável / - = Inviável 
 
Confirmação Taxonômica 

Todas as culturas que se mantiveram viáveis 
(42) mostraram-se puras e com as características 
morfológicas e reprodutivas inalteradas, sendo 
possível a confirmação taxonômica em nível de 
espécie. As culturas com a taxonomia confirmada 
estão registradas na tabela 03. 
 
Descrição de Trichophyton tonsurans  

Após o tempo de crescimento ótimo (08-12 
dias) em meio ágar Saboraud, as colônias 

apresentaram textura pulverulenta e cotonosa, 
superfície variada entre crateriforme e umblicado, 
coloração do verso entre amarelada, bege, branca e 
marrom; o reverso variou de amarelado a marrom. 
Microscopicamente observou-se a presença de 
microaleurias nas formas alongadas e clavadas; 
clamidosporos isolados e macroaleurias de parede 
fina, cilíndrica, medindo 10-15µm X 10-12µm com 
1-3 septos, medindo 25-40µm X 10-12µm. As 
informações conferem com as descritas por 
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(SEGUY, 1936; REBELL & TAPLIN, 1974; 
SACORDO, 1984; LACAZ et al., 2002). 

As culturas foram consideradas inviáveis, 
pois não foram capazes de se desenvolver nos 
meios de cultura caldo glicosado e ágar Saboraud 
mesmo após repetições do experimento em 
duplicata. O percentual de inviabilidade dessas 
amostras deve-se a vários fatores que alteram a 
capacidade de reativação fúngica, como, 
temperatura ambiente, quantidade e qualidade do 
óleo mineral utilizado para preservação, tempo de 
repiques. As amostras viáveis tiveram a duplicata 
reativada, descartando a possibilidade de falsos 
positivos.  

A confirmação taxonômica dos espécimes foi 
baseada conforme a literatura e se constatou que 
todas as amostras viáveis se tratavam da espécie 
em estudo. 

O teste de correlação entre ausência de 
crescimento e o tempo de estoque não pode ser 
aplicado, tendo em vista que culturas de 
determinados anos não estavam viáveis.  

Conforme alguns trabalhos descritos na 
literatura a respeito das técnicas de preservação 
fúngica e a eficiência do uso do óleo mineral, os 
resultados obtidos neste estudo superaram a 
expectativa de tempo de preservação de culturas 
fúngicas, pois segundo Smith e Onions (1994) o 
tempo médio de preservação em óleo de mineral é 
de 40 anos; neste estudo, para T. tonsurans o 
tempo de preservação foi de 53 anos. Smith e 
Onions comparando algumas técnicas de 
preservação de fungos ressaltam a eficiência do 
método de óleo mineral, testando 58 culturas 
fúngicas preservadas sob esse método, verificando 
que 47 (81%) estavam viáveis após 32 anos de 
estocagem; Lima (1991) verificou a viabilidade de 
98,7% em culturas de Fusarium no período de 
quatro a 35 anos de preservação; Guimarães 
(2008) corroborou os resultados de Lima, sendo 
90,76% o percentual de culturas viáveis para esta 
mesma espécie, afirmando a eficácia do método 
para fungos filamentosos.  

Os resultados obtidos mostraram que a 
técnica de óleo mineral é de fácil aplicação, de 
baixo custo e adequada ao armazenamento de T. 
tonsurans por longos períodos.  

 
Conclusões 

Os resultados obtidos no presente trabalho 
permitem inferir as seguintes conclusões:  

 O método de preservação sob óleo mineral por 
longos períodos mantêm as características 
morfológicas e a capacidade de esporulação, 
sendo considerado um método adequado para 
manutenção da viabilidade de culturas de T. 
tonsurans. 

 O longo tempo de estocagem e o método de 
preservação sob óleo mineral não interferem 
na capacidade de esporulação de T. 
tonsurans. 

 A viabilidade não pode ser correlacionada com o 
tempo de preservação para culturas de T. 
tonsurans estocadas na Micoteca URM. 
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