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Anfibios ao redor do mundo estio sofrendo declinios e ex-
tin¢bes, sendo a quitridiomicose, causada pelo fungo Batracho-
chytrium dendrobatidis (Bd), referida como um dos principais fa-
tores responsaveis (Berger et al. 1998; Daszak et al. 1999). O Bd
ja foi detectado em praticamente todos os continentes, e cepas
provenientes de diversas regides do planeta estio sendo isola-
das. Ap6s o isolamento, o Bd pode ser mantido em laboratério
através de inéculos em meios de cultura (Vieira e Toledo 2012),
porém ha evidéncias de que a patogenicidade do Bd seja atenu-
ada ao longo do tempo conforme cultivado in vitro (Berger et al.
2005; Brem et al. 2013; Langhammer et al. 2013). Sendo assim,
é de extrema relevincia que cepas de Bd recém-isoladas sejam
criopreservadas, garantido assim que mantenham suas caracte-
risticas originais de patogenicidade, e que experimentos de sus-
cetibilidade possam ser realizados minimizando-se os efeitos
da selecio artificial sobre o patégeno (Berger et al. 2005; Brem
et al. 2013; Langhammer et al. 2013).

TECNICAS PARA CRIOPRESERVA(;AO DO BD

Apresentamos aqui dois métodos para a criopreservacio
de cepas de Bd, adaptados de Boyle et al. (2013), com algumas
modificacdes, sendo o primeiro método para preservacio em
ultrafreezer (a -80°C), e o segundo para preserva¢io em nitro-
génio liquido (NL2).

1. Procedimentos iniciais
1.1. Preparo dos cultivos

Apés o isolamento, os cultivos de Bd a serem criopreserva-
dos devem ser inoculados em placas contendo meio de cultura
Triptona 1% (Vieira e Toledo 2012). Os inéculos devem ser in-
cubados em estufa a 23°C de 3 a 5 dias, visando plena atividade
dos zo6sporos (Fig. 1A).

Para a criopreservacio em ultrafreezer (Método 1), apds
o crescimento dos cultivos, deve-se adicionar 10 mL de caldo
Triptona 1% estéril nas placas com cultivo, e raspar todo o con-
teado com o auxilio de al¢as plésticas estéreis (Fig. 1B). Para a
criopreservacdo em NL2 (Método 2), ap6s o crescimento, deve-
-se recortar 2 pedacos de aproximadamente 1 cm? (Fig. 1C) do

meio de cultura com crescimento do inéculo, e adiciona-los em
tubo tipo Falcon contendo 25 mL de caldo Triptona 1% previa-
mente preparado e esterilizado, e incubar os inéculos a 23°C de
3 a5 dias.

1.2. Crioprotetores

Para a preparacido do mix de criogenia, sio utilizados os se-
guintes materiais: Glicerol, Soro fetal bovino (FBS), Dimetilsul-
foxido (DMSO), Leite em pé desnatado (de preferéncia Moli-
co®), caldo Triptona 1% estéril. Todo o procedimento deve ser
realizado em ambiente estéril.

2. Processo de congelamento
2.1. Criopreservacio em ultrafreezer

O mix de criogenia deve ser preparado em tubos tipo Fal-
con de 15 mL, previamente esterilizados, utilizando as seguin-
tes quantidades de reagentes para cada cepa a ser congelada:
1000 pL de glicerol, 1000 pL de FBS, 1000 pL de DMSO e 13g
de leite em p6 desnatado. Homogeneizar a mistura e transferir
5 mL do cultivo previamente raspado na placa para o mix de
criogenia. Homogeneizar novamente e distribuir 1 mL por crio-
tubo previamente esterilizado.

Os criotubos devem ser devidamente identificados com o
nome da cepa e data de congelamento, e alocados em caixas de
criogenia de papelio ou pléstico. As caixas devem ser armaze-
nadas diretamente em ultrafreezer a -80°C.

2.2, Criopreservacio em nitrogénio liquido

O mix de criogenia deve ser preparado em tubos tipo Fal-
con de 15 mL estéreis, no fluxo laminar, utilizando as seguin-
tes quantidades para cada cepa: 1000 pL de FBS, 1000 uL de
DMSO e 8 mL de caldo triptona 1%. Os tubos contendo os iné-
culos de Bd devem ser centrifugados a 12.000 RPM por 12 mi-
nutos. Deve-se descartar o sobrenadante e os pedagos de meio
de cultivo que foram adicionados previamente, adicionar 5 mL
de mix de criogenia ao pellet com auxilio de pipetas tipo Pasteur
previamente esterilizadas, homogeneizar a mistura e distribuir
1 mL por criotubo.
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Figura 1: Placa com cultivo de Batrachochytrium dendrobatidis, em aumento de 100X, evidenciando a presenca de zodsporos (indicados por seta) no meio de cultura

como indicativo de cultura ativa (A). Procedimento de raspagem de placa com cultivo de B. dendrobatidis, com auxilio de alca plastica estéril (indicada por uma seta) (B).
Recortes do meio de cultura (indicados por setas) com cultivo de B. dendrobatidis (C).

Os criotubos devem ser devidamente identificados, aloca-
dos em caixas especiais para congelamento gradual (Mr. Fros-
ty®) e mantidos em ultrafreezer a -80°C durante uma noite.
Apos esse procedimento, os criotubos devem ser transferidos
para o NL2.

3. Reativacdo

Para a reativacio das cepas, os criotubos devem ser aque-
cidos em Banho Maria a 43°C durante 45 segundos. Apés esse
procedimento, com auxilio de pipeta e ponteiras estéreis, trans-
ferir 200 pL da amostra descongelada para uma placa contendo
meio de cultura Triptona 1% com adi¢io de antibiéticos (Vieira
e Toledo 2012). As placas devem ser seladas com Parafilm® para
evitar o ressecamento do meio de cultivo e incubadas a 21°C até
o crescimento.

CONSIDERACOES FINAIS

Ambos os métodos foram testados em nosso laboratério e
obtivemos sucesso na reativacio. Recomendamos a utiliza¢io
dos dois métodos, minimizando assim as chances de perda das
amostras criopreservadas. Esperamos que os métodos aqui
descritos auxiliem nas pesquisas realizadas com Bd, garantindo
seu efeito de patogenicidade in vitro, o que possibilita o enten-
dimento dos efeitos dessa doenca e contribui para o desenvol-
vimento de estudos relacionados a conservag¢io dos anfibios.
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Podocnemis unifilis, Oiapoque, AP (Foto: Fiabio Maffei).
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