UM NOVO MEIO DE TRANSPORTE E CULTIVO PARA Tritrichomonas foetus (Riedmuller, 1928).
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RESUMO: Objetivando o desenvolvimento de um meio de fransporte e cultivo simples e de baixo custo, ulifizot-se
peptona bacterioldgica em diferentes proporgdes adicionada a 40 g de leife em pd; na mistura fof acrescentado um
grama de penicilina; diluiu-se 0,5 g do meio em 10,0 mi de solugdo salina e nesses meios Hquidos inocufaram-se
amostras de Tritrichomonas foetus isoladas de animais procedenfes de varios municipios do Estado do Rio de
Janeiro. Duranfe no minimo dez dias, procederam-se observagies didrias dos cultivos com auxilio de microscépio,
Analisados estalisticamente os resultados oblidos, concluiu-se que a dose de oito gramas de peptona sustentava por

mais tempo a fase de multiplicagdo dos T. foetfus, com perfodo médio de 12 dias.
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INTRODUGAO

O contrele da Tricomonose Bovina depende funda-
mentalmente do preciso diagnéstico da presengade T
foetus no bovino, o éxilo do programa s6 acontece com
a detecgdo oporluna desse prolozoario no rebanho, E
necessario o use de melodologia apropriada tanto para
a colheita como o transporte do material com o empre-
go de meios que possam garantir a sobrevivéncia dos
protozodrios até o diagndstico laboratorial,

O primeiro sucesso no isolamento de T, foetus foi
de WITTE (1933), que conseguiu a cultura livre de con-
taminagdo bacteriana utilizando o caldo peptonado com
5 a 10% de sangue desfibrinado; o autor constatou
maotilidade dos tricomonas até o décimo dia de cultivo,
mas a fase de crescimento durou apenas trés dias em
temperatura de 37°C.

RIEDMULLER (1938) enfatizou que esles
flagelados poderiam sobreviver trés a quatro dias no soro
peptonado enriquecido com soro de equino, de bovino
oude ovino. FITZGERALD (19856) chservou que as amas-
lras devenam ser maniidas refrigeradas, evitando-se o

congelamento, nos casos em que houvesse demora para
serealizar o diagndstico, O autor ainda destacouque o
material poderia ser centrifugado e o sedimento exami-
nado ao microscopio, recorrendo-se ao cultivo nos ca-
sos da ndo visualizag8o do flagelado ou para facilitar a
distingéo de outros protozodrios presentes no preplcio.

Mesmo com tantos estudos realizados sobre
Tricomonase Bovina, ainda persistermn dificuldades no
diagnodstico principalmente pelos requisitos basicos para
manulengio da viabilidade dos T, foefus entre a coleta
e 0 processamento laboratorial para diagnostico. Para
suprir esta lacuna, esse experimento foi desenvolvido
objetivando a identificagio de um meio simples, pratico
e de baixo custo, capaz de manter T. foetus vidvel e
com potencial de multiplicacdo em laboratario para faci-
litar seu diagnastico.

MATERIAL E METODOS
A elaboragao do meio para transporte de T, foefus

passou pelo método de tentativas quando utilizaram-se
series de frascos contendo de 1,0 a 10,0 gramas de
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peptona, mantendo-se constante o substrato de 40,0
gramas de leite em poé integral (Ninho, Nestlé) e um
grama de penicilina (Pentabi6tico Veterinario G.A., Lab.
Fontoura WYETH). Do preparado retiram-se aliquotas
de 0,5 g diluindo-se em 10,0 ml de solugdo salina a
0,85%. A seguir inoculou-se uma gota (0,03 ml) de
amostras de T. foetus isolado de bovinos provenientes
de varios municipios do Estado do Rio de Janeiro, e que
estavam mantidas em laborat6rio por repiques sucessi-
vos em meio a base de hidrolizado de figado (Meio-Merck,
MERCK). Estas culturas utilizadas eram padronizadas
com 48 horas de cultivo, apresentando crescimento
homogéneo. Cada amostra foi inoculada dez vezes para
cada série.

As séries com concentracdo de 1,0 a 10,0 g de
peptona/40 g de leite em pé + 1 g penicilina inoculadas
com T. foetus foram mantidas em temperatura ambien-
te e analisadas a cada intervalo de 24 horas pés-
inoculagdo, por um periodo minimo de 10 dias. Para
analise retirava-se uma gota da cultura que era coloca-
da entre lamina e laminula e examinada ao microscépio
com aumento de 100 vezes. No exame diario escolhi-

am-se trinta campos em cada lAmina para a contagem
até a ndo visualizagdo dos protozoarios; entdo
centrifugava-se o material a 3.000 RPM por 15 minutos
e observava-se o sedimento ao microscopio para maior
seguranga da ndo existéncia de T. foetus.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia pelo modelo matematico y = p + ti + eij, onde
M4 = média geral, ti = efeito das doses, eij = efeito do
erro, pelo delineamento inteiramente casualizado para
analise individual de cada amostra considerando-se o
nimero de dias de leitura. As médias foram submetidas
ao teste de Tukey e, para saber-se o efeito das doses e
das amostras realizou-se uma analise conjunta. Os
quadros e graficos foram submetidos a analise estatis-
tica através de computador utilizando-se o programa
statworks.

RESULTADOS
A média do nimero de dias de leitura com encon-

tro de T. foetus vivo nas diversas amostras para o meio
com diferentes doses de peptona varioude 11,1 a 14,3

TABELA 1 - MEDIA DO NUMERO DE DIAS DE LEITURA COM REGISTRO DE Tritrichomonas
foetus VIVOS EM DEZ DIFERENTES DOSES DE PEPTONA NO PREPARO DO MEIO LACTOPEP
PARA DEZ DIFERENTES AMOSTRAS DO FLAGELADO MANTIDO EM CULTURA

Doses de peptona

Amostras
19 29 3g 4 50 6g

PTF 151 142 139 142 11,7 144
ITAM 11,8-+11,6 120:11,9° 439 14,0
SCF 123 11,7 106 13,7 131 116
PP 1,1 12,7 125 126 129 106
RCF 125 122 112 11,7 14 109
TRF 13,3 123 9,0 143 138 114
RZF 103 116 125 10,7 121 120
RFP 11,2 103 10,7 10,5 13,0 116
SSA 126 129 135 13,2 134 131
VAS 92 103 74 131 9,0 93
Médiageral 11,9 120 11,3 126 124 119

das doses

Média geral
das amostras

79 8 93 10g

12,8 16,7 142 155 143
142 180 143 116 133
13,1 196 142 12,0 13,2
146 180 13,9 126 13,2
122 16,3 138 11,2 123
121 159 10,5 106 123
11,8 155 133 11,1 121
16 160 116 103 11,7
12,2 16,3 121 12,0 131
141 16,8 106 10,7 111
129 16,9 129 11,8
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TABELA 2 - RESULTADO DA ANALISE DA VARIANCIA CONJUNTA DO
NUMERO DE DIAS DE LEITURA COM REGISTRO DE Tritrichomonas foetus
VIVOS EM DEZ DIFERENTES DOSES DE PEPTONA NO PREPARC DO MEIO
LACTOPEP E AS REPETIGCOES DAS AMOSTRAS ESTUDADAS DO
FLAGELADO MANTIDO EM CULTURA

F\. G.L. Q.M. F
Amostras ‘ 9 87,53 5,524
Doses 9 148,37 15,65*
Amostras x Doses 81 14,55 0,92 NS

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste "F" de Snedecor

NS = Nao significativo pelo teste "F" de Snedecor

dias (Tab. 1}. Esse meio foi denominado LACTOPER e
fai testado com as amostras PTF (Fassa Trés FEmea),
ITAM (itaborai Macho), SCF (Santa Cruz Fémea), PP
{Papucaia), RCF {Rio Claro Fémea), TRF (Trés Rios
Fémea), RZF (Resende Fémea), RO (Rio das Ostras),
55A (580 Sepastido do Alto) e VAS (Vassouras) de T
foetus, todas mantidas por repigues sucessivos em
meios de cultura na EMBRAPA/MNPSA. Os resultados
foram analisados conjuntamente para delerminar a dose
final de peptona a ser utilizada no meio de transporte.
Dessa analise comprovou-se que a concentracio de
peptona melhar para o meio LACTOPEP de transporte
& a de oilo gramas (Tah. 1).

O resultado da analise de varidncia conjunta do
niamero de dias de leilura, das diferentes doses de
peptona usada na compaosicdo do meio e das repeti-
coes das amoslras estudadas demonstrou que houve
diferenga significativa ao nivel de 1% de probabilidades
pelo teste "f* de Snedecor para amostras e doses. A
interagio entre amostras e dose revelou que ndao houve
significancia enlre as diferen¢as observadas (Tab. 2).

DISCUSSAO

Utilizando-se os meios de transporte para cullivo
de T foetus releridos na literatura consultada, verificou-
seque, até o momento, nenhum deles apresentou efici-
éncia segura para as condigdes do Rio de Janeiro, dai
advindo a necessidade da pesquisa de novos reios que
garantam a viabilidade do protozodrio par um periodo
minima necessario para a realizacio do diagndslico,
Como caracteristica complementar este meio teria de

serde facil preparo e de baixo custo.

Classicamente a peptona vem sendo utilizada por
muitos pesquisadores (WITTE, 1933, RIEDMULLER,
1936; GUIDA et al., 1260} em meios de cullivo de T.
foetus em laboraldrio, o Que Comprovava serum com-
ponente de enriquecimento para a manulengio de ce-
pas do flagelado. E sabido que existem na sua compo-
sicio elementos essenciais ao crescimento de diver-
s05 microorganismos patogénicos, mesmo assim a
peplona € pouco usada como integrante de meios de
transporte para o cultive de T, foetus.

O leite em pod e antibidticos foram ulilizados na
formulagfo do meio LACTOPEP com base no meio de
RIECK modificado (GUIDA et al., 1960), que enfatiza
gue o leile complementado com outras substancias
constitui excelente meio de crescimento; reafirmando
esta poslura estdo os trabalhos de WOSU (1977) e de
REECE et al, (1983).

Mesmo comprovando que as dez doses de peplona
apresentaram boa média na conservagdode T foetus,
com prazo médio de 12 dias (Tab. 1}, a dose de oito
gramas e recomendada para compor o meio LACTOPER,
por garantir por mais tempo a multiplicacdo dos
prefozodrios, chegando a media geral de 16,9 dias.
Somando-se a essa performance esta o fato de que ao
se realizar a contagem didria dos parasitos com uso de
microscopio no laboratono, constatou-se que a dose de
vito gramas de peplona em 40 g de leite em pd foi a que
favoreceu a maior taxa de multiplicacio, apresentando
o maior nimera de formas do flagelado, tomanda o meio
ideal para o transporte e cultivo de 7. foefus. Outra van-
tagem esta no facil manuseio e baixo custo de produ-
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¢ao do meio, caracterizando o pleno alcance dos obje- te e cultivo de Tritrichomonas foetus.

tivos estabelecidos. 2. O meio LACTOPERP é de facil preparagao, ma-
nuseio, conservagao e de baixo custo.
CONCLUSOES 3. O meio LACTOPEP pode ser utilizado como
meio de rotina para repiques de cultivo de T. foetus em
1. O meio LACTOPERP é eficiente para o transpor- laboratério.
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ABSTRACT: Aiming at the development of a simple and inexpensive transfer and culture medium, bacteriological
peptone was diluted in powdered milk (40 g) and one grama an antibiotic agent was used; 0,5 g of the culture medium
were diluted in 10,0 ml saline solution; samples of Tritrichomonas foetus, isolated from animals of several localities
in the state of Rio de Janeiro, were inoculated in these media, which were observed daily, under light microscope for,
at least, ten days. Statistical analysis of results revealed that a dose of 8 g of peptone was able to maintain the
multiplication phase of T. foetus for a longer period in an average length of time of approximately 12 days.

KEY-WORDS: Tritrichomonas foetus, culture medium, transfer medium, peptone.
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