NOTA DE PESQUISA

VIABILIDADE DE Tritrichomonas foetus APOS CONGELAMENTO COM
DIFERENTES CRIOPROTETORES

NELSON EDER MARTINS?; FRANCISCO CARLOS F. LOBATO?; FELIPE M. SALVARANI*; RODRIGO OTAVIO S.
SILVA!; GERALDO MARCIO DA COSTA?, CATARINA GR.D. LIMAL; PRHISCYLLASS. PIRES!; RONNIE A. DE ASSIS®

ABSTRACT:- MARTINS, N.E.; LOBATO, F.C.F.; SALVARANI, FM.; SILVA, R.0.S.; COSTA, GM. DA; LIMA,
C.GR.D,; PIRES, PS.; ASSIS, R.A. DE. [Viability of Tritrichomonas foetus after freezing with diferents
cryoprotectors.] Viabilidade de Tritrichomonas foetus ap6s congelamento com diferentes crioprotetores. Revista
Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 17, n. 3, p. 161-162, 2008. Escola de Veterinaria, Universidade Federal
de Minas Gerais, Caixa Postal 567, Av. Antdnio Carlos, 6.627, Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG 31270-

901, Brasil. E-mail: flobato@vet.ufmg.br

The aim of this work was to evaluate the viabilitity of Tritrichomonas foetus cryopreservated with glycerol and
dimethilsulphosyde (DMSO) at —196°C. Samples of the protozoa were thaw two days and 6, 12, 18, and 26 months
after freezing to be evaluated. In the time analyzed, the freezing was viable in 60% and 90% of freeze samples with

glycerol at 10% and DMSO at 12%, respectively.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade de um
isolado de Tritrichomonas foetus criopreservada com glicerol e
dimetilsulféxido (DMSO) a -196°C. Isolados do protozoario fo-
ram descongeladas dois dias apds o congelamento e 6, 12, 18 ¢
26 meses, para avaliacdo de sua viabilidade. Em todos os tempos
analisados, o congelamento foi vidvel em 60% e 90% das amos-
tras congeladas com glicerol a 10% e DMSO a 12%, respectiva-
mente.

PALAVRAS-CHAVE: Tricomoniase, glicerol, dimetilsulfoxi-
do (DMSO).

A tricomonose é uma doenca sexualmente transmissivel dos
bovinos causada por um protozoario flagelado denominado
Tritrichomonas foetus, cujo habitat é o trato genital. A transmis-
sdo ocorre do macho para a fémea através da monta ou pelo uso
de sémen contaminado (BONDURANT, 2005). A patologia tem
como principais manifestacoes clinicas a repeticédo de cios a in-
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tervalos irregulares e o aborto, com maior freqtiéncia até os cin-
co meses de gestacdo (SCHWEBKE; BURGESS, 2004).

Apesar de laborioso, por requerer dois a trés repiques se-
manais, T. foetus pode ser mantido com certa facilidade em
culturas contaminadas e/ou axénicas, mas ndo pode ser esto-
cado sob refrigeracdo (4-8°C) ou liofilizado, pois tende a
morrer em um curto periodo de tempo (RAE; CREWS, 2006).

Técnicas de preservacao pelo congelamento tém sido usadas
com sucesso em diferentes espéecies para manutencdo de orga-
nismos vivos. Agentes crioprotetores tais como glicerol e
dimetilsulféxido (DMSO), os quais protegem células eucariotas
contra os efeitos deletérios do congelamento e descongelamen-
to, tém sido usadas para criopreservacdo de amostras de T. foetus
(DIAMOND, 1957; LEVINE et al., 1962; LEVINE; ANDER-
SEN, 1966; KULDA; HONIGBERG, 1969; CAMPERO, 1989).

Com o intuito de manter isolados de T. foetus viaveis por
um maior periodo de tempo no laboratorio, este trabalho teve
como objetivo avaliar a viabilidade de um isolado de T. foetus
apos processo de criopreservagdo com glicerol e dimetilsul-
féxido (DMSO) a -196°C.

Foi utilizada uma amostra de T. foetus isolada de um touro
da raca Nelore do municipio de Divinépolis, Minas Gerais,
obtida por meio de lavado prepucial com solucéo fisiologica
estéril a 0,85% acrescido do meio de Rieck modificado
(GUIDA, 1960). Uma aliquota de 100mL do lavado prepucial
foi repicada em caldo TY1-S-33 (DIAMOND et al., 1978) e
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incubada a 37°C em aerobiose por 48 horas. Em seguida, a
amostra foi examinada em microscdpio 6ptico e apresentou-
se positiva para T. foetus, porém contaminada com leveduras
e bactérias, tornando-se necessario a realizagao da axenizacao.

Inicialmente a amostra foi repicada em dois tubos com
caldo TY1-S-33, acrescido de 250 mg/ml de Procin e 333 Ul
de nistatina e incubada a 37°C em aerobiose por 48 horas.
Para assegurar auséncia de fungos e/ou bactérias, as culturas
foram subcultivadas cinco vezes, mantendo a mesma concen-
tracdo das drogas utilizadas anteriormente. Em seguida, a
amostra foi também repicada em caldo Tioglicolato (Dignolab,
Barcelona, Espanha) e incubada a 37°C em aerobiose por 48
horas para teste de esterilidade.

A amostra previamente axénizada em caldo TYI-S-33,
denominada DIV-95, foi misturada separadamente com
glicerol a 10% e a DMSO 12% (SCHWEBKE, 2004). Foram
utilizados 25 criotubos com glicerol e 25 com DMSO. Os
criotubos foram passados da temperatura ambiente até a 4°C
em cinco minutos e de 0°C a -45°C em 45 minutos usando
vapor de nitrogénio e, finalmente de -45°C para o nitrogénio
liquido a -196°C. Para avaliacdo da viabilidade do congela-
mento dois dias seguinte ao mesmo, foi realizado o desconge-
lamento de cinco tubos de cada crioprotetor, os quais foram
examinados ao microscdpio dptico para verificagdo de for-
mas viaveis. Uma aliquota de 100mL foi repicada em caldo
TY1-S-33 a 37°C em aerobiose por 48 horas para observagao
da presenca de crescimento. Por fim, os mesmos parametros
de avaliacdo da amostra foram realizados aos 6, 12, 18 e 26
meses apos o congelamento.

O efeito do antibidtico e do fungicida foi altamente positi-
vo logo no primeiro tratamento. Nos demais subcultivos para
axenizacdo das amostras, nenhum crescimento de fungos e/
ou bactérias foi observado. No teste de esterilidade obser-
VOu-se auséncia de microrganismos contaminantes e cresci-
mento satisfatério de T. foetus.

Na avaliacao, realizada dois dias apds o descongelamento e
aos 6, 12, 18 e 26 meses, foi observado um grande ndmero de
formas vivas e com boa movimentacdo ao exame microscopico,
bem como apds o cultivo das amostras, 0 que sugere que 0 mi-
crorganismo continuava viavel nos intervalos de tempo testados.
O congelamento foi viavel em 60% e 90% dos criotubos conge-
lados com glicerol a 10% e DMSO a 12%, respectivamente.

Levine et al (1962) mantiveram organismos viadveis por
trés meses na presenca de glicerol a—28°C e —-95°C, e obser-
varam que a porcentagem de sobreviventes e a motilidade
dos mesmos foi melhor ap6s armazenamento a—95°C. Levine
e Andersen (1966) recuperaram amostras de T. foetus apds
estocagem por 5,6 anos a -95°C, verificando a reducdo da
viabilidade dos organismos congelados. Diamond (1957) re-
latou a recuperacdo do T. foetus apds armazenamento a —
170°C em vapor de nitrogénio liquido por 1013 dias.
Campero (1989) manteve criopreservado a — 196°C uma
amostra durante sete meses e trés amostras durante seis me-
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ses utilizando DMSO a 10%, recuperando 65 a 85% dos
parasitos, respectivamente.

Acrecuperacao das amostras de T. foetus até 26 meses apds
0 congelamento a —196°C demonstra que longos periodos de
estocagem sdo possiveis a baixas temperaturas, corroborando
com estudos anteriores (DIAMOND, 1957; CAMPERO,
1989; MATSUOQ, 2007). O presente estudo demonstrou ain-
da que a estocagem em DMSO a 10% é melhor que a em
glicerol a 12%, nos periodos de tempos testados. Conforme
mencionado anteriormente, a manutencdo de amostras
axénizadas de T. foetus por meio de cultivo, é um processo
laborioso que requer sub-cultivos constantes, em torno de duas
a trés por semana, além de existir a possibilidade de variacao
antigénica ou perda da patogenicidade original devido a con-
tinuas passagens em meio de cultura (CAMPERO, 1989).
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