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Um novo meio de transporte e cultivo para
Tritrichomonas foetus (Riedmuller, 1928).

V. Lactopep como meio de cultivo.
A new transfer and culture medium of Tritrichomonas foetus
(Riedmuller, 1928). V. Lactopep as a culture medium

Leila Maria Silva Lopes'., Nicolau Maués Serra-Freire?., Vera Lucia Teixeira de Jesus?., Hélio Gustavo
Guida®*., Vania Lucia Baeta Andrade® e Elizabeth Bastos Ballesteros Pereira®.

Resumo

Para o diagndstico da tricomonose bovina, o meio
Lactopep foi testado para o transporte de amostras de
lavado prepucial e de muco vaginal de bovinos
infectados com Tritrichomonas foetus.

A metodologia de colheita do material foi descrita

‘por Lopes et al. (1994), utilizando o meio Guida-

Kupferberg como testemunho. Os meios foram manti-
dos em temperatura ambiente e analisados apos 24
horas. Pela analise de variagdo com delineamento in-
teiramente casualizado, avaliou-se o dia de maxima
eficiéncia. Com Lactopep obteve-se a média de 9,8
dias e com Guida-Kupferberg, 9,2 dias, com material
proveniente de machos naturalmente infectados; as
médias das culturas para material proveniente de fé-
meas foi 7,1 dias para o Lactope, e de 7,5 para o Guida-
Kupferberg. A estatistica demonstrou que os meios sdo
eficientes para o transporte e cultivo de T. foetus, mas
0 meio Lactopep é de mais facil preparo e de baixo
custo.

Na segunda etapa do experimento, adicionou-se ao
Lactopep a fragdo de 10% de soro fetal bovino para
manutencgado de T. foetus por repiques sucessivos em
laboratério, comparando-se ao de Hanks. Os dois
meios permitem curva de crescimento em torno de sete
dias, quando a fase de esgotamento chega aos valo-
res mais baixos mas ainda viaveis. O Lactopep modi-
ficado para laboratério também mantém acentuada
correlagdo negativa com o tempo de cultivo e pode
ser indicado para a manutencéo de T. foetus.

Palavras Chave: Tritrichomonas foetus; meio de cul-
tura, meio de transporte, meio Lactopep; meio Hanks;
meio Guida-Kupferberg.

Introdugéo
T. foetus (Riedmuller, 1928) pode ser isolado de
bovinos com disturbios reprodutivos, e é considerado

um importante agente causador de abortos, repetigcdes
de cio, piometras e outras patologias do sistema genital
feminino. Para o seu diagnéstico é necessario a utili-
zagéo de meios que possam estimular a sua multipli-
cagao, pois a concentragdo do parasita é reduzida no
material colhido do hospedeiro.

Amelingmeir (1981) afirmou que, normalmente, os
touros possuem um nimero mais reduzido de
tricomonas do que as vacas, especialmente se per-
manecerem em servigco de monta. Soma-se a este fato
a intercorréncia de outros protozoarios flagelados
sapréfitas que também podem ser encontrados em uma
amostra prepucial, sendo necessario diferencia-los do
T. foetus (Morgan & Nolan, 1943).

Lopes et al. (1994), considerando a pouca eficién-
cia dos meios de transporte e cultivo, até entao utiliza-
dos no diagnéstico da tricomonose bovina, elabora-
ram um meio simples, econémico, de facil manuseio e
capaz de transportar T. foetus do campo ao laboraté-
rio, mantendo a sua viabilidade por um periodo médio
de 16,88 dias.

O presente trabalho objetivou testar o meio com-
posto por peptona bacterioldgica, leite em pé e antibi-
oticos, denominado Lactopep, para a avaliagdo do dia
de crescimento maximo de parasitos colhidos de bovi-
nos machos e fémeas naturalmente infectados. Da
mesma forma, em uma segunda etapa, foi feita uma
simples modificagdo do meio visando utiliza-lo na ma-
nutencéo dos protozoarios em laboratoério.

Material e Métodos

Para avaliagdo do meio Lactopep no seu dia de lei-
tura maxima, foram utilizadas amostras prepuciais de
26 touros e muco vaginal de 30 vacas naturalmente
infectados.

A metodologia empregada para a colheita do mate-
rial foi a descrita em Lopes et al. (1994) e o teste de
eficiéncia foi feito por comparacéo, utilizando-se como
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parametro o meio de cultura Guida-Kupferberg (Pas-
sos, 1977), que era comumente empregado pela equi-
. pe do Laboratério de Patologia de Reprodugao-
UPSNA-EMBRAPA-Seropédica-RJ.

Ap0s a inoculagdo do lavado prepucial ou do muco
vaginal nos meios distintos, os mesmos foram manti-
dos em temperatura ambiente e analisados apés 24
horas, colocando-se 0,03 ml do meio entre lamina e
laminula e contando-se diariamente 30 campos con-
secutivos até a ndo visualizagdo do protozoario, quan-
do, entdo, centrifugava-se o material a 3000 RPM por
15 minutos e observa-se o sedimento ao microscopio
para a confirmagéo da auséncia de protozoarios.

A analise de variancia entre os meios foi feita atra-
vés do modelo matematico Y = u + t, + eij, pelo deline-
amento inteiramente casualizado, considerando-se o
dia de leitura maxima do T. foetus.

As amostras positivas dos bovinos analisados fo-
ram posteriormente inoculadas em meios de cultivo
especificos para Trichomonas sp. e, em seguida, utili-
zados em testes com o Lactopep modificado para la-
boratério que passou a apresentar a seguinte compo-

sicdo:
Leite em pd' -40 ¢
Peptona bacteriolégica? -8,0¢g
Pentabiético veterinario® -109
NaCl -85¢g
Soro bovino -100 ml
Agua destilada - 900 ml

Desta férmula, fragdes de 10 ml foram acondicio-
nadas em tubos de ensaio previamente esterilizados;
nestes inoculou-se 0,03 mi das amostras positivas para

T. foetus contendo em média de 200 a 300
protozoarios, e adicionou-se 0,5 ml de vaselina liqui-
da estéril na superficie das culturas para garantir a
anaerobiose das mesmas. ‘

Para a comparagao com o Lactopep, empregou-se
a mesma metodologia no de Hanks (Passos, 1977),
que serviria como testemunho do experimento, reali-
zando-se 26 repeticdes com cada meio.

As culturas foram mantidas em estufa bacte-
riolégica em temperatura controlada de 36°C e anali-
sadas ap6s 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas de
cultivo; para tanto tomavam-se 0,03 mi do meio, que
era colocado entre lamina e laminula e observavam-
se 30 campos consecutivos ao microscopico com au-
mento de 100x e com o auxilio de um hemocitémetro a
fim de avaliar-se a multiplicagdo progressiva do
protozoario. :

As médias das repeticdes obtidas nesta segunda
fase do experimento foram analisadas através da cur-
va de tendéncia e da correlagdo entre o tempo de cul-
tivo e o numero de protozoarios vivos, representando-
se graficamente o fen6meno.

Resultados

A analise da amostras provenientes de fémeas na-
turalmente infectada mostrou que a média do dia de
leitura maxima para o meio Lactopep foi de 7,1 en-
quanto que para o de Guida-Kupferberg foi de 7,5. A
analise da variancia demonstrou que houve diferenca
nao significativa entre os dois meios (Tabela 1), quan-
do submetidos ao teste “F” caracterizando que ambos
sdo igualmente eficientes na multiplicagcao do
protozoario.

Tabela 1 - Analise da variagdo do dia de leitura maxima para cultivo de Tritrichomonas colhidos de fémeas
bovinas naturalmente infectadas, considerando-se os meios Lactopep e Guida-Kupferberg

Fonte de Graus de Quadrado “F”

variagao liberdade médio

Meios 1 2.814450 0,78 NS
3.609760

Residuo- 58

Coeficiente de variagédo = 26,0861%
NS: néo significativo pelo teste “F”

Com relagéo as amostras provenientes de bovinos
machos, verificou-se que os meios Lactopep e Guida-
Kupferberg apresentaram média de maxima leitura de
9,8 dias e 9,6, respectivamente. A analise de variancia
revelou que houve diferenga néo significativa entre os
dois meios estudados (Tabela 2). Ambos séo eficien-

tes para a multiplicagao de T. foetus, obtendo 6timos
indices no pique maximo de desenvolvimento do pa-
rasito.
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Tabela 2 - Analise de variancia do dia de leitura maxima para cultivo de Tritrichomonas foetus colhidos de
bovinos machos naturalmente infectados, considerando-se os meios Lactopep e Guida-Kupferberg

_Fonte de Graus de Quadrado “F”
variacao liberdade médio
Meios 1 0.481934 0,07 NS
Residuo 50 6.483850

Coeficiente de variagdo = 26,2197%
NS: néo significativo pelo teste “F”

A média das 26 observagdes feitas com os meios
Lactopep e Hanks revelou que ambos favorecem con-
sideravelmente a multiplicagdo do protozoario duran-
te os primeiro dias de incubagéo. Evidenciou-se que
as fases de crescimento exponencial e de estabiliza-
¢do sdo idénticas nos dois meios, que iniciam a fase
de declinio com 72 horas de repicados (Figura 1). Esta

Ne DE TRICOMONAS

fase de declinio € mais pronunciada no cultivo com
meio Lactopep, mas a fase de esgotamento do meio é
mais marcante no cultivo com meio Hanks. O cresci-
mento de T. foetus nestes dois meios tem acentuada
correlagéo negativa com o tempo (Figura 2), sendo a
inversdo da proporcionalidade mais forte para o culti-
vo com 0 meio Hanks.

* Lactopep ¢ Hanks

0 T 1

HORAS

Figura 1 - Crescimento de Tritrichomonas foetus com relagdo aos meios de cultivo Lactopep e Hanks,

durante 168 horas, sob temperatura de 36°C



26 Leila Maria Silva Lopes, Nicolau Maués Serra-Freire, Vera Luciza

Teixeira de Jesus, Hélio Gustave Guida,

Vania Lucia Baeta Andrade e Elizabeth Bastos Ballesteros Pereira.

% Lactopep Y = 146721988 .

Ne DE TRICOMONAS

¢ Hanks

r=-089

y = 15249- 2051 x .. r=-0.99

0 i T
24 48 72

96 120

HORAS

Figura 2 - Crescimento de Tritrichomonas foetus em fungéo do tempo (horas)

Discussao e Conclusace

A extensao territorial do Pais, com muitas proprie-
dades rurais em regides de dificil acesso, ndo propor-
ciona condigdes favoraveis para a colheita do materi-
al e para a realizagdo imediata dos exames,
objetivando o diagndstico da tricomonose bovina.

Poucos meios de transporte apresentam facilidade
de uso e resultados satisfatérios como o Lactopep,
conforme ja salientado por Lopes et al. (1994).

A peptona, principio basico deste meio, ja foi utili-
zada para o transporte de T. foetus e para o cultivo em
laboratério (Witte, 1933; Plastridge, 1943; Rieck, 1953;
Muiler, 1965; Lopes et al. 1994), por ter na composi-
¢éo peptideos, aminoacidos e outros fatores essenci-
ais ao crescimento de diversos microorganismos
: patogemcos

Outros meios pesqunsados requeriam componen-
tes e equipamentos sofisticados para o manuseio, além
da conservagdo em temperatura controlada (Witte,
1933; Plastridge, 1943; Rieck, 1953; Muller, 1965;
Kimsey et al., 1980; Martinez et al., 1985; Ferber et
al., 1985; Skirrow et al., 1985). Por exempio, o meio
utilizado por Mundt (1958) exigiu além da peptona ou-

tros componentes como fosfato de sédio, glutamina,
glicose, sulfato de estreptomicina e solugéo de Ringer
modificada, além da incubagao a 37°C requerendo,
portanto, maior elaboragdo no seu preparo, encare-
cendo e dificultando o diagndstico. O meio liofilizado
utilizado por Gualandi & Zanella (1959), constituido por
peptona, L-cisteina, levedura autolizada, tioglicolato de
s6dio e agar, foi diluido em outras proporgdes de
peptona, levedura autolizada, glicose e acido para-
aminobenzoico em 100 ml de agua, sendo assim, mais
complexo de ser preparado quando comparado com o
meio Lactopep, que utiliza trés componentes simples
e solugdo salina suficiente para a multiplicagdo do
protozoario. No Lactopep para laboratdrio, 0 soro bo-
vino enriquece substancialmente o meio de cultura.
Consideradas as observagbes de Fernandez &
Dutra (1979) de que o melhor desenvolvimento do T.
foetus ocorria quando o meio de cultura era colocado
a 37°C por 48 horas, confirmou-se que o melhor cres-
cimento no meio Lactopep em laboratério ocorreu a
72 horas do cultivo em temperatura de 36°C (Figura 1).
O Lactopep, por ser um meio seco, supera o de
Guida-Kupferberg no baixo custo e facil preparo. Ade-
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mais, pode ser manuseado com seguranga, sendo re-
comendado mesmo quando acontece contaminagéo
por fezes, urina, sangue ou outros produtos organi-
cos. No entanto, o seu preparo deve ser realizado em
dias de baixa unidade relativa ou em capela com esta
caracteristica e asséptica, pois a peptona e o leite em
pd possuem alto indice higroscépico, podendo provo-
car floculagdo do meio.

A média de crescimento de T. foetus obtida pelo
Lactopep em laboratério a 36°C durante sete dias foi
considerada satisfatéria em comparagdo com o tradi-
cional meio de Hanks (Figuras 1-2), tornando o
Lactopep apropriado ndo sé para o diagndstico da
tricomonose bovina como também para a manutencéo
das cepas de T. foetus em laboratério.

Abstract

A new transfer and culture medium to
Tritrichomonas foetus (Riedmuller, 1928). V:
Lactopep as a culture medium.

Lactopep medium efficacy for transport of
Tritrichomonas foetus was checked in sample obtained
from preputials washing of bulls and vaginal mucus of
cows knowghy T. foetus positive, and compared to
Guida-Kupferberg medium.

Samples were obtained from bulls or cows with
0,85% saline solution and, half part of sample received
three grams Lactopep; to the other half part, three
‘grams of Guida-Kupferberg medium were added. Both
groups were kept at environmental temperature and
daily examined under microscopy. The results were
statistically analised by a variance analisis for
casualised entirely delineation surveying the efficient
maximum day. The Lactopep medium and Guida-
Kupferber medium mean proceeded 9.8 day and 9.2
day respectively, with material from bulls, and 7.1 day
and 7.5 day, respectively, with material from cows, and
the conclusion is that both media are efficient for T,
foetus maintenance but Lactopep medium has the
advantage of the easy preparation and is produced at
lower cost. :

In second stage to experiment to added in Lactopep
medium the fraction of 10% bovine serum for
maintainance to T. foetus by sucessive tollings in
laboratory; the medium was compared with the Hanks
medium. The results showed the both media allowed a
line arround the seven days at the declive but further
practicable. The Lactopep medium modificated for
laboratory also conserve accentuated invertion
correlation with the time cultivation, but it is indicat for
maintaince of T. foetus in laboratory.

Key Words: Tritrichomonas foetus, transport and cul-
tive medium, Lactopep medium, Guida-Kupferberg
medium, Hanks medium.
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