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Infeccbes causadas por nematoides em animais de produgao possuem impacto
global com maior gravidade em localidades onde as condi¢cbes sanitarias sdo
inadequadas. Destacam-se as infec¢des intestinais e a otite bovina, com
especial atencdo em gado leiteiro. A otite parasitaria estd associada aos
nematoides Metarhabditis no Brasil, acometendo o ouvido externo e interno de
bovinos da raga Gir devido a sua anatomia auricular. Os sinais clinicos incluem
secrecao purulenta, constante movimentacido da cabeca e perda de apetite,
causando prejuizo econdmico devido a perda de peso do animal e redugao na
produgao de leite. Apesar da sua crescente relevancia clinica e epidemioldgica,
ainda nao ha tratamento eficaz, ndo se conhece o mecanismo de transmissao e
nem detalhes sobre o ciclo de vida do parasito. O objetivo deste estudo foi em



desenvolver um protocolo eficiente de criopreservagdo de amostras coletadas
em campo para o aperfeicoamento da manutencgao in vitro destes nematoides,
bactérias e fungos, potencialmente envolvidos no estabelecimento e evolugao
da otite. As amostras utilizadas foram coletadas na Fazenda Castanhal, no
estado do Para em 2019, cultivadas em NGM a 22°C em uma BOD e
submetidas a um protocolo de congelamento adaptado. Para o congelamento,
os nematoides foram lavados com PBS 1x, centrifugados e transferidos para
criotubos contendo a solugao crioprotetora. As amostras foram mantidas em
temperatura ambiente por 15 minutos, em seguida, os criotubos foram
acondicionados em recipiente de congelamento controlado Nalgene® Mr.
Frosty, permitindo taxa aproximada de resfriamento de -1 °C/min e mantidos em
freezer a -80 °C por periodo overnight. Posteriormente, os tubos foram
armazenados em uma caixa criogénica. Para recuperagdo dos nematoides, as
amostras foram retiradas do freezer -80 °C, transferidos para um freezer a -20
°C por 20 minutos. Em seguida, os tubos foram retirados do freezer e o
descongelamento foi concluido por aquecimento manual, mantendo o tubo em
contato com a mao até a completa liquefagdo. Apdés o descongelamento das
amostras, o conteudo foi repicado em meio NGM suplementado com E. coli e
mantido em estufa BOD a 22°C por 24h. Como resultado, tivemos uma de
recuperacao de 62%, superando o patamar maximo de 5% observado em
outras metodologias. O método proposto otimiza o cultivo in vitro desses
nematoides, assegurando maior estabilidade das colénias e o controle de
diferentes cepas, incluindo exemplares selvagens e permitindo o monitoramento
das gerag¢des mantidas em laboratério sob condi¢cdes controladas.
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