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Apresentamos aqui o protocolo (adaptado de Longcore,
2000) para isolamento, cultivo e armazenamento do fungo
quitridio, Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). Cepas de qui-
tridio in natura podem ser obtidas a partir de anfibios adul-
tos ou girinos, encontrados vivos, moribundos ou mortos.
Para tanto, ap6s a coleta dos espécimes, o transporte deve
ser feito refrigerado, idealmente a temperatura de transporte
nio deve ultrapassar 27°C e a pele do anfibio (quando pds-
-metamorfoseado) deve permanecer imida. Girinos e formas
adultas aquaticas (e.g., Pipa spp.) podem ser transportados na
mesma 4gua onde foram coletados. Em adultos, as cepas de
B. dendrobatidis podem ser isoladas de mudas de pele ou da
pele propriamente dita. Em girinos, estas podem ser obtidas
mais facilmente a partir dos aparelhos bucais. Neste caso, ob-
servacdes de falta de queratina nas pecas do aparelho bucal
podem ser indicios de infec¢do (Figura 1.; Knapp e Morgan,
2006).

Com exce¢io do isolamento por mudas de pele, os animais
devem ser mortos para realizarem-se os procedimentos. O mé-
todo ideal é a decapitagdo (tanto para girinos como adultos)
devido 4 intolerancia do agente etiolégico ao congelamento, ou
a produto quimicos, incluindo imersio em solu¢io de 4lcool,
anestésicos cutaneos, inala¢do de CO, ou vapor de éter.

Para os procedimentos descritos neste protocolo, serd ne-
cessario o preparo dos seguintes meios de cultura:

a) mTGh: 10 g triptona, 10 g Agar, 1.000 ml 4gua destilada,
adicionar 200 mg/] penicilina-G e 200-500 mg/L sulfato de
estreptomicina (depois de autoclavado).

b) Agar 1% Triptona: 10 g triptona, 10 g de Agar, 1.000 ml
dgua destilada.

c) Caldo 1% Triptona: 10 g triptona, 1.000 ml de dgua
destilada.

d) MIX de criogenia: 10% de glicerol, 10% DMSO, 10% Soro
fetal bovino, 1,3% leite em p6, 68,7% caldo nutriente com
Bd.

ISOLAMENTO

Com auxilio de agulhas e bisturi estéril, colete pequenas
por¢des de pele da regido interdigital dos membros inferiores
e inguinal dos anuros adultos. Para girinos, recomendamos as

pecas bucais, tanto as fileiras de denticulos como os bicos c6r-
neos. Certifique-se que a amostra mantenha-se tmida (prefira
agua destilada estéril).

Corte as pecas em quadrados de aproximadamente 2 mm?
e as monte em ldmina. Posteriormente, adicione uma pequena
quantidade de dgua destilada. Cubra com laminula e observe o
material em microscépio (melhor visualiza¢io em 400x). Para
a constata¢do da infeccdo, observam-se estruturas globulares,
desprovidas de colorag¢io nas camadas mais superficiais da
pele (Figura 1). Devido ao risco de ressecamento, mantenha
as amostras sempre umidas e evite longa exposicio a luz do
microscépio.

Transfira os quadrados de pele para placa de Petri contendo
meio Agar 1% Triptona. Com auxilio de agulha estéril, friccione
os dois lados da peca ao longo da extensio transversal da placa
contendo o 4gar, por quatro vezes. A placa pode ser utilizada
para a raspagem de cinco pedacos em media e posteriormente
deve ser descartada. Utilize sempre uma por¢io limpa do dgar.

Transfira os pedacos de pele para uma nova placa com Agar
mTGh. Mantenha equidistincia entre as pecas. Marque no fun-
do de cada placa a posi¢io da pele para melhor monitoramento
das culturas. Rotule e envolva a placa com Parafilm®.

Inverta e incube entre 11 e 21°C (dependendo da velocida-
de de crescimento desejada), analisando diariamente o cres-
cimento. Caso seja observado o desenvolvimento de hifas de
fungos filamentosos, colonias de bactérias, ou qualquer outro
contaminante ao redor dos quadrados de pele, retire-os imedia-
tamente com auxilio de um bisturi ou al¢a de platina aquecida
préximo ao bico de Bunsen ou em capela.

Os zo6sporos podem ser observados no mesmo dia ou em
até 7 dias de incubac¢io. Apds este periodo, caso ndo observe
nenhum zoésporo ou zoosporangio, é improvavel que haja al-
gum isolado no meio de cultura.

CULTIVO

Ap6s o isolamento, o que normalmente leva cerca de 1 ou
2 semanas, as culturas de Bd devem ser transferidas assep-
ticamente para placas de Petri contendo Agar a 1% de Trip-
tona. Incube a colénia entre 11 e 21°C, sendo necessario o
repique a cada 8 semanas ou por advento de contaminac¢io
no meio.
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FIGURA 1: Indicios e evidéncias de infec¢do por de B. dendrobatidis por diagnostico visual (A: setas indicam a perda de queratina nas pecas bucais de um girino de

Hylodes ornatus); citolégico (B: observacdo em microscépio em aumento de 400x; setas indicam os zoosporangios) e por isolamento (C: cultura em meio mTGh; setas

indicam os zo6sporos).

ARMAZENAMENTO

Ap6s o isolamento e cultivo, colénias puras de Bd podem ser
inoculadas para tubos de ensaio inclinados de 30 ml contendo
10 ml de Agar 1% Triptona em forma de estria simples, ou para
maior tempo de armazenamento, em tubos de ensaio conten-
do caldo 1% Triptona. O quitridio pode ser acondicionado em
temperaturas que variam entre 5 e 25°C por cerca de 4 meses
(quando sera necessério novo repique).

Os isolados podem ainda ser criopreservados a -80°C con-
forme Boyle et al. (2003). Para tanto é necessério que o Bd es-
teja cultivado em caldo 1% Triptona. Um mix deve ser prepa-
rado e adicionado a cultura; pequenas aliquotas de 2 ml em
eppendorf sdo entdo imediatamente colocadas em biofreezer
a -80°C por tempo indeterminado (h4 relatos de culturas que
permaneceram por mais de 10 anos congeladas e ainda pude-
ram ser reativadas). Para a reativacdo, as aliquotas devem ser
imersas em banho maria a 43°C por 45 segundos e inoculados
em placa contendo mTGH. O crescimento da cultura é obser-
vado em média apds 48 h da reativacdo (pode variar dependen-
do da cepa).

BIOSEGURANCA

Ressaltamos aqui que precaugdes para evitar a transmissio
da doenca devem ser adotadas. Em campo, durante a coleta, é
importante o uso de luvas descartaveis trocadas a cada novo
habitat, para evitar a dissemina¢io ou a contaminacio cruza-
da das amostras e dos ambientes. Além disso, recomenda-se
o acondicionamento individual dos animais adultos e de lotes
de girinos em sacos plasticos descartaveis. As botas de campo
podem ser lavadas com detergente e/ou hipoclorito de sédio a
2% entre um sitio de coleta e outro; j4 foi relatada a presenca
de esporos na lama em botas de pesquisadores, e os esporos
podem sobreviver por cerca de um més em agua (Johnson e
Speare, 2003). Em laboratério, todos os materiais que nio fo-
rem descartaveis devem ser autoclavados antes do descarte ou
reutilizacio. No caso dos girinos, antes do descarte da dgua dos
aquarios recomenda-se a adi¢cio de 2% de hipoclorito de sédio
12 h antes do descarte, para que zo6sporos ndo possam conta-
minar os anuros dos corpos d’dgua que recebem os dejetos do
seu laboratério.
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Caranguejo predando girino de Hylodes asper, Picinguaba, Ubatuba, SP. (Foto:
M. Martins).
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