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Diagnostico histopatologico e molecular da infec¢ao por
Mycoplasma sp. em ratos mantidos em biotério convencional

Histopathological and molecular diagnosis of Mycoplasma sp.
infection in rats kept in a conventional animal facility
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Resumo

Ainfec¢do cronica por Mycoplasma pulmonis é freqiientemente encontrada em ratos alojados em biotérios
convencionais ¢ pode influir no resultado dos experimentos realizados com tais animais. Na forma
clinica da infecg@o os animais desenvolvem dentre outras manifestagdes sinais de comprometimento
do sistema respiratorio. No presente estudo, relatamos o diagnostico histopatologico e molecular da
infec¢do por Mycoplasma sp., tanto em ratos Wistar apresentando sinais da infecgdo quanto em animais
saudaveis mantidos na mesma coldnia. A eficacia de medidas terapéuticas e profilaticas ¢ discutida.
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Abstract

The chronic infection by Mycoplasma pulmonis is frequently found in rats kept in conventional premises
and may influence the results of the experiments conducted using these animals. During the clinical
presentation of the infection animals develop among other manifestations clinical signs of respiratory
system impairment. On the present study, we report the diagnosis the histopathological and molecular
diagnosis of Mycoplasma sp. infection in Wistar rats both presenting clinical signs of infection and health
animals kept in the same colony. The efficacy of therapeutic and prophylactic actions is discussed.
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O Mycoplasma pulmonis é o organismo que
desempenha importante papel como causa de
infecgdes respiratorias cronicas roedores
em pesquisa biomédica, atingindo
tanto ratos quanto camundongos (BARRETO et
al., 2002). Ainda que a infec¢do possa ocorrer de
forma subclinica, esporadicamente a doenga se
manifesta na forma de pneumonia que pode ser
acompanhada de sinais de labirintite € em alguns
casos em prejuizos a reprodug¢do dos animais de
laboratério (CARVALHO PINTO et al., 1997;
SCHOEB, 2006). Os sinais clinicos sao variados
e podem se desenvolver de forma separada ou em
conjunto, alguns desses sinais sdo: i) otite média
e/ou interna, induzindo a déficits no equilibrio e
rotacdo quando o animal ¢ estimulado ou erguido
pela cauda; ii) rinite, com espirros ¢ manchas de
sangue ao redor das narinas; iii) pneumonia com
respiragdo dificil, debilidade progressiva e aspereza
de pélos. A doenga ¢ conhecida como Micoplasmose
respiratoria murina (MRM) (CARVALHO PINTO
et al., 1997, BARRETO et al.,, 2003). Também
ocorrem casos de infec¢@o do trato genital, levando
a perdas reprodutivas, especialmente em fémeas
(BROWN et al., 2001).

em
utilizados

A principal via de transmissdo ¢ horizontal, o que
facilita a disseminag@o deste agente para os demais
ambientes do biotério, aerossdis respiratorios a
curtas distancias, contato sexual entre animais
portadores, contaminagdo uterina e contato direto
entre mae ¢ filhotes (CARVALHO PINTO et al.,
1997; FERREIRA et al., 2008). Fatores ambientais,
tais como a infecg@o por diferentes agentes virais,
em especial o virus Sendai, frequente em biotérios
brasileiros (HOWARD; STOTT, TAYLOR,
1978; SAITO et al., 1981; SCHOEB et al., 1985;
HOMBERGER; THOMANN, 1994; GILIOLI et
al., 1996), condi¢des inadequadas de manejo que
incluem ma higiene, ma qualidade do ar, excesso
de amoénia, podem ser fatores desencadeantes
dos sinais clinicos (SCHOEB; DAVIDSON;
LINDSEY, 1982; HOMBERGER; THOMANN,
1994; GILIOLI et al., 1996). Também foi relatada

deteccdo de Mycoplama pulmonis em bioteristas
expostos ao agente pela manipulagdo de coldnias
contaminadas, mas a infeccdo nao esta associada
a sinais clinicos evidentes em seres humanos
(DELGADO; TIMENETSKY, 2001; FERREIRA et
al., 2008).

Ainda que a infec¢do possa interferir nos
resultados de pesquisa biomédica de diferentes
areas conduzida em animais infectados e o
monitoramento da infecgdo por M. pulmonis seja
amplamente recomendado, o diagnostico dainfecgdo
¢ frequentemente negligenciado em nosso meio,
provavelmente pela prevaléncia proxima de 100%
em biotérios convencionais e muitas vezes na faixa
de 60% em biotérios com barreiras mais sofisticadas
(GILIOLI et al., 1996, SCHOONDERMARK-
VAN de VEN et al., 2006). Para o diagndstico em
animais sadios infectados cronicamente ou em
animais sofrendo sinais clinicos, pode-se utilizar o
isolamento em meios apropriados para micoplasma
que ¢ bastante trabalhoso e passivel de insucesso,
ou voltar os esforcos para o diagnostico molecular,
normalmente utilizando a técnica de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) (SANCHEZ et al.,
1994; BARRETO et al., 2003; LIANG et al., 1994).
Também ¢ utilizado para o monitoramento de rotina
o teste de ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) e outros métodos de detec¢do de anticorpos
visando a deteccdo de anticorpos especificos
contra M. pulmonis (DELGADO; TIMENETSKY,
2001; SCHOONDERMARK-VAN de VEN et al,,
2006). Em animais que apresentam sinais clinicos
evidentes, foi demonstrado que o diagndstico
histopatoldgico ¢ valido em confirmar a infecgdo
por Mycoplasma sp. como causa dos sinais clinicos
observados (BARRETO et al., 2003).

Este trabalho teve como objetivo a descri¢ao
de um surto ocorrido em biotério convencional e a
confirmagdo da etiologia através da caracterizagao
das lesdes de MRM, com énfase as manifestagdes
respiratorias da micoplasmose, associada ao
diagnodstico molecular da infeccdo. No caso em

questdo, em um biotério localizado no Rio Grande

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 31, n. 4, p. 1045-1050, out./dez. 2010



Diagnéstico histopatolégico e molecular da infeccdo por Mycoplasma sp. em ratos mantidos em biotério convencional

do Sul, foi observada, durante a realizacdo de
experimentos variados, a presenca de animais
apresentando os referidos sinais de labirintite e por
vezes sinais respiratdrios em Rattus norvegicus,
Os
consequentemente suspensos, com vistas a evitar a

linhagem  Wistar. experimentos  foram
obten¢ao de resultados erroneos de pesquisa. Apos
a apresentacdo de tais sinais clinicos associados a
presenca de sinais de pneumonia hemorragica em
animais afetados ao exame de necropsia, iniciou-se
a investigagdo M. pulmonis, pela suspeita clinica
de MRM. Apds um primeiro surto envolvendo 6
animais, outros 5 animais (em uma colonia com
aproximadamente 150 ratos), foram encontrados
com sinais clinicos ap6s um periodo de um ano
decorrido do primeiro surto. Os animais, todos
machos, com idade entre trés e seis meses,
apresentavam sinais de doenga respiratéria como
espirros freqiientes, secre¢do nasal e ocular. Foi
notada ainda otite evidente com torcicolo, déficits
no equilibrio e movimento de giro quando suspensos
pela cauda (por provavel efeito da infec¢do sobre o
ouvido interno). Foi observada também caquexia e
pélos arrepiados.

Para a coleta de material de trato respiratorio

os animais foram previamente anestesiados
(associagdo de quetamina, 90 mg/Kg e xilazina
10 mg/Kg) e quando atingido plano de anestesia
profunda eutanasiados por exsangiiinagao e posterior

necropsia em condi¢des assépticas.

Para a confirmagdo do diagndstico foi realizado
o exame histopatoldgico. Fragmentos de pulmoes
e traquéia desses ultimos 5 animais foram fixados
10%
parafina, cortados em secgdes de 5 um e corados

em formol tamponado, embebidos em
com hematoxilina e eosina, conforme metodologia

usual.

Foi realizada ainda a tentativa de confirmacéo

do diagnostico através da amplificacdo de
fragmentos gendmicos da regido codificante da
subunidade ribossomal 16S de Mycoplasma sp.

pela técnica de PCR, conforme descrito na literatura

(OSSEWAARDE et al., 1996; VAN KUPPEVELD
et al., 1992). Os mesmos 5 animais analisados
em histopatologia tiveram fragmentos de tecido
pulmonar analisados pela PCR. Brevemente, as
amostras de pulmdo foram inicialmente cortadas
e maceradas em TNE modificado (Tris 10mM;
NaCl 0,2M; EDTA 50mM; pHS,0). O sobrenadante
do macerado foi digerido com RNAse A e com
proteinase K. Em seguida as amostras foram
submetidas a extracdo de DNA com fenol, fenol/
cloroformio, alcool isoamilico e cloroférmio/alcool
isoamilico. Os acidos nucléicos presentes na amostra
foram precipitados pela adi¢do de isopropanol e ao
final, ressuspensos em Tris 10 mM pHS,0, solugdo
que foi utilizada como molde na PCR propriamente
dita. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados
foram GPO-3 (5’-GGG AGC AAA CAG GAT TAG
ATA CCC T-3) e MGSO (5’-TGC ACC ATC TGT
CAC TCT GTT AAC CTC-3’), que amplificam
aproximadamente 270 pb do gene codificante de
16S do género Mycoplasma (OSSEWAARDE et al.,
1996) . As reagdes foram feitas com o 1 pL de DNA
extraido, diluido 10 ou 100x, utilizando a enzima
Biolase DNA polimerase (Bioline), em seu tampao
Ix concentrado, com 1,5 mM de MgClI2, 0,25 mM de
cada ANTP e 10 pmoles de cada iniciador (GPO-3 ¢
MGSO). As misturas foram entdo submetidas a um
ciclo de desnaturagao inicial a 94°C, seguido de 35
ciclos com 30 s a 94°C (desnaturagdo); 30 s a 55°C
(anelamento) e 30 s a 72°C (extensdo); tal etapa foi
seguida de um ciclo de extensdo final de 72°C por
3 minutos. Os resultados foram evidenciados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% corada com
brometo de etidio e visualizag¢do sob luz UV. Foram
incluidos controles positivos oriundos de cultivo de
Mycoplasma sp. em todas as analises, bem como
controles negativos (agua e reagentes).

Além dos animais apresentando sinais clinicos,
foram analisados fragmentos de tecido pulmonar de
outros trés animais saudaveis da colonia, seguindo
a metodologia descrita anteriormente. Fragmentos
de pulmodes de todos os animais foram ainda
submetidos a tentativas de isolamento de outras
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bactérias patogénicas do trato respiratdrio superior,
sendo os resultados negativos.

Aslesdes macroscopicas observadas nos pulmoes
dos animais com patologia aparente, caracterizavam-
se com consisténcia firme e cor cinza-escura,
areas em depressao de cor acinzentada e nddulos
amarelos de diferentes tamanhos, com aspecto
purulento ao corte. Para o restante dos animais,
sem sinais clinicos, os pulmdes ndo apresentavam
alteragdes macroscopicas ou microscopicas. Como
lesdes microscopicas mais frequentes nos animais

b c d e f

a

analisados, observou-se infiltragdo mononuclear
moderada a grave do parénquima pulmonar,
infiltrado linfocitario perivascular e peribronquiolar
consistentes com a infeccdo por M. pulmonis, a
qual foi confirmada pela deteccdo molecular de
fragmentos especificos do genoma do género
Mycoplasma. Ainda que os animais saudaveis ndo
apresentassem lesdes histopatologicas, um dos
animais sem sinais clinicos também foi positivo a
PCR, evidenciando o carater subclinico frequente
da infecgdo (Figura 1).

h k  Po
-
R 1.500
100

Figura 1. Resultados de rea¢do em cadeia da polimerase para amplificagdo de fragmento gendmico correspondente
a regido codificante da subunidade ribossomal 16S de Mycoplasma sp. em pulmdes de ratos Wistar saudaveis, sendo
o pulmao n° 3 positivo (linha g). a) Controle positivo; b) Pulmao 1 — amostra de DNA diluida 10x; ¢) Pulméo 1 —
100x; d) Pulméo 2 — 10x; ¢) Pulméao 2 — 100x; f) Pulméo 3 — 10x; g) Pulmdo 3 — 100x; h) Controle negativo — DNA;
i) Controle negativo — H,O; j) Controle negativo — Reagente; k) marcador de peso molecular 100 pb. Gel de agarose

1,5% corado com brometo de etidio observado em luz UV.

Apos a confirmacdo do diagnostico, visando
evitar o aparecimento de novos casos com sinais
clinicos evidentes, foram tomadas medidas de
controle que envolveram principalmente o reforgo
da
especialmente no que tange ao controle da ventilagao

biosseguranca ¢ melhoria da ambiéncia,

e sacrificio de animais com idade superior a seis
meses na colonia bem como de animais em contato
com animais doentes. Conforme mencionado

anteriormente, varios fatores ambientais e co-

infecgdes com outros patdogenos contribuem
para a maior disseminagdo e aparecimento de
sinais clinicos em coldnias infectadas (SAITO
et al.,, 1981; SCHOEB; DAVIDSON; LINDSEY,
1982; HOMBERGER; THOMANN, 1994). Tais
medidas tem se mostrado efetivas em evitar sinais
clinicos, tendo em vista que no ano seguinte aos
ultimos casos relatados, houve apenas um animal
manifestando sinais da MRM. Uma tentativa piloto

utilizando oxitetraciclina diluida na agua de beber,
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na dose de 10 mg/Kg, durante 14 dias também foi
realizada em um grupo de 10 animais neste periodo;
ndo foram observados sinais clinicos da infecgdo
neste grupo, mas o exame com PCR evidenciou que
alguns dos animais continuavam infectados com
Mycoplasma sp., o que refor¢a o cardter enzodtico
da infeccdo e a dificuldade na sua erradicagdo
(SCHOONDERMARK-VAN de VEN et al., 2006).

Os sinais clinicos aqui observados, associados aos
achados histopatoldgicos, sao fortemente indicativos
da infec¢do por M. pulmonis. Ja foi relatado no
passado que a histopatologia ¢ um diagnostico
apropriado para esta infeccdo (BARRETO et al.,
2003). Atécnica de PCR utilizada neste estudo indica
a presenga do género Mycoplasma spp.. Anélises
complementares para determinacdo da espécie,
tais como PCRs diferenciais ou sequenciamento
nucleotidico podem ser realizados quando ndo
houverem sinais clinicos evidentes ou achados
histopatologicos,
subclinicas e em programas de erradicagdo da
infecgdo em coldnias.

especialmente em infeccdes
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