Dermatophilus congolensis.
IV. MANUTENCAO DE AMOSTRAS EM LABORATORIO?
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Sivopse.- O Dermatophilus congolensis foi mantido viivel e com suas propriedades mor-

folégicas e fisiolégicas,

elo menos, por dois anos e meio, em 4agar infusio de cérebro e

coracio de bovino (Difco), semi-sélido, em “shake tube”. Os tubos foram selados com
rolha de borracha branca para evitar a dessecacio do meio e a penetragio de oxigénio do

. ar atmosférico.

De crostas ae g)e
o D. congolensis apds

Palavras chaves adicionais

le do animal infectado, conservadas secas a 4°C, conseguiu-se isolar
16 meses, mas ndo apbs 18 meses.

pora indice: Viabilidade em agar infusio de cérebro e coragfio,

" semi-s6lido, em “shake tube’’ e em crostas de pele.

" INTRODUGAD

Virios métodos tém sido utilizados na conservacio do
Dermatophilus congolensis. Plowright (1958) observou
que o crescimento vigoroso inicial & difieil de ser man-
tido. Aconselha a fazer repiques altemados em meios
solidos e MHquidos, Mesmo assim, salienta que as cul-
turas, algumas vezes, morrem apés sete a dez dias, in-
dependentemente de serem estocadas em temperatura

ambiente ou a 37°C, Sepundo ele, as culturas liofiliza-’

das retém sua viabilidade por nove meses. Gordon
(1964} verificou que a sobrevivéncia em 4gar inclina-
do variava de umas poucas semanas a dois anes, sendo

mais prolongada em temperatura ambiente do que a

4°C on a 37°C.. Roberts (1963) verificou que, em Agar
sangue, mantido a 4°C, o microrganismo permanece vid-

Conservacdo das culturas

Meio de cultivo. Foi usado como meio a infusio de
cérebro e coracio de bovino (Difeo), acrescida de 0,7%
de 4dgar, pH 74,

Inéculo. Foi preparada uma suspensio em caldo sim-
ples a partir de crescimento {48 h a 37°C) em super-
ficie de 4gar infusio de cérebro e coragio de bovino
(Difco). Ajustou-se a densidade da turvagiio ao tubo 10
da escala (ie MacFarland, Desta suspensao foram feitas
diluigdes decimais no mesmo meio, até a concentragio

‘de = 10* células por ml.

vel por quatro meses, mas nio apds seis meses. Em’ terra
esterilizada, diz Roberts, ele sobrevive até noventa e -

seis dias.

Em crostas secas, de ovelhas. com dermatofilose, con-
servadas secas em temperatura ambiente, Moule e Su-
therland (1947) verificaram que o germe permancce
com sua infectividade por mais de um ano. .

O objetivo do presente trabalho foi elaborar um mé-
todo simples de manuten¢io das amostras de D. con-
golensis em laboratério,

MateriaL g MéTopos

Conservagio em pele

Crostds de pele foram retiradas de urm bezerro com des-
matofilose e mantidas em geladeira o, = 4°C. Periodica-
mente, foi tentado o isolamento do D. congolensis atra-
vés da téenica deserita por Haalstra (1965), cultivando
na superficie de placas com Agar infusio de cérebro e
coragio de bovino (Difco}.

1 Aceito para publica¢io em 20 de maio de 1974.
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Semeaduras, Foram feitas semeaduras com 0,1 ml de
cada diluigio em tubos de ensaio de 10 x 100 mm. O
meio, fundide e resfriado a 45°C, foi, entio, vertido nes-
ses tubos até atingir uma altura de 5 2 6 cm. Os tubos
foram imersos em 4gua fria para solidificar mais rapi-
damente. Rolhas de borracha branca, esterilizadas, foram
utilizadas em substituigio aos tampdes de algodio.

Incubagdo. A incubagio foi a 37°C por 48 h, sendo
entio deixados em temperatura ambiente.

Periodicamente, um tubo era aberto e, através de uma
pipeta “Pasteur”, retirava-se material, que era semeado
na superficie de 4gar infusio de cérebro e coracio de
bovine (Difco), com incuba¢ie a 37°C por 48 h.

REsvLTADOS

O D. congolensis em 4gar infusio de cérebro e coracio
de bovino (Difco), semi-sélido, em “shake tube”, per-
maneceu viavel por mais de dois anos e meio {25.5.1969
a 15.12.1871) em temperatura ambiente, conservando as
propriedades da cultura recém-isolada, E importante
mencionar que o nimero de sobreviventes é grande, Nio
pudemos fazer estudos quantitativos por ser o cresci-
mento rugoso, constituido predominantemente de mi-
¢élio filamentoso ramificado.

Em crostas de pele de animal infectado, conservadas
a =+ 4°C o D. congolensis foi isolado com relativa fa-
cilidade apés 18 meses, mas nio apés 18 meses.

Discussio E CoNCLUSOES
B dificil comparar diferentes resultados sem testes quan-

titativos. Como se sabe, o inicio de crescimento é de-
pendente do tamanho do indculo, porque uma grande
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quantidade de células ji fornece elementos essenciais.
Segundo Dean e Hinshelwood (1966), certa concentra-
¢Ao minima de intermediirios difusiveis é requerida
para o término da “lag fase” e, se quantidade insuficien-
te deles é transferida com o indculo, entdo as células
terio de construi-los em ¢ nove meio, Monod (1942)
diz que o tempo de laténecia é mais longo com semea-
duras de pequeno nimero de células.

A manutencio das propriedades naturais das amostras
tem sido a grande preccupacio no desenvolvimento de
téenicas de conservagio de microrganismos. E de gran-
de importincia diminuir o ndmero de repicagens a fim
de reduzir as probabilidades de surgimento dos fenéme-
nos de variagdes,

Os métodos usados na conservagio do D. congolensis
tém dado resultados varidveis, nio havendo um com
aceitagio universal, A liofilizagio, por exemplo, foi tes-
tada e ¢ resultado mostrou a viabilidade do germe por
nove meses { Plowright 1958), Ndo ha referéncias, entre-
tanto, ao numero de sobreviventes ¢ nem ao compor-
tamento fisiolégico do D. congolensis apds a recupera-
¢o,

O método de conserva¢io em “shake tube”, com
agar infusio de cérebro e coragio, semi-slido, ante-
riormente descrito, manteve, pelo menos por dois anos
e meio, nio somente a viabilidade do D. congolensis
como também as suas propriedades morfoldgicas e fi-

siolégicas. Consideramos um pormenor importante da
nossa técnica de conservagio a utilizagio de rolha de
borracha. As rolhas de borracha evitam a dessecagio do
meio e a penetragio de oxigénio do ar atmosférico.

A conservagiio da crosta do animal infectado tem a
vantagem de manter o D. congolensis em seu habitat,
entretanto, o periodo em que as células se mantém vid-

veis é menor que no cultivo em “sake tube”,
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Strains of Dermatophilus congolensis were maintained in our laboratory for more than
two and a half years. The strains were kept in semi-solid Brain-heart infusion agar (0.8%
agar), The tubes were keﬁt at room temperature, closed with white rubber stoppers, No

detectable change of morp!

ological and physiological properties occurred during this period,

The same strains did not survive for more than 16 months at 4°C on scabs from which

they originally had been isolated.

Additional index words: Viability in semi-solid brain heart infusion agar in shake tubes and

in dry scabs.
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