ARTIGO ORIGINAL

INFECCAO POR Mycoplasma pulmonis
EM RATOS WISTAR
PROVENIENTES DE BIOTERIO

Juliana Tamires Goulart Tedesco, Solange Lucia Blatt e Caio Mauricio Mendes de
Cordova !

RESUMO

Mycoplasma pulmonis, causador da Micoplasmose Respiratoria Murina (MRM), ¢ uma das
espécies de micoplasmas mais patogénicas para roedores de laboratorio. A morbidade e mortalidade
dos animais infectados por este micoplasma pode ser elevada, especialmente nos estudos de
longa duragdo ou em animais com infec¢@o subclinica exacerbada pela experimentagdo. Desta
maneira havera interferéncia na interpretagdo dos resultados experimentais. No presente estudo
foi avaliada a taxa de infecc@o por M. pulmonis em ratos provenientes do biotério da Universidade
Regional de Blumenau criados para experimentacdo cientifica, por cultura ¢ PCR. Dentre os 20
animais analisados, 15 (75%) apresentaram DNA de M. pulmonis no lavado broncoalveolar e duas
amostras produziram colonias tipicas em agar SP4. Os resultados obtidos evidenciaram uma alta
taxa de infec¢@o por micoplasma em ratos no biotério avaliado, apesar do reconhecimento desta
problematica no pais a partir da década de 1990.
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ABSTRACT

Mycoplasma pulmonis infection in Wistar rats from an animal house

Mycoplasma pulmonis, the agent of the Murine Respiratory Mycoplasmosis (MRM), is one of the
most pathogenic mycoplasma species for laboratory rodents. Mortality and morbidity in infected
animals may be elevated, especially in long term studies or in animals with subclinical infection
exacerbated by experimental procedures. Therefore, its most significant impact may be due to the
interference in the interpretation of experimental results. The aim of this work was to evaluate the
rate of M. pulmonis infection in rats from the animal house of the Regional University of Blumenau,
by culture and PCR, bred specifically for scientific experimentation purposes. Among the 20
animals studied, 15 (75%) had bronchoalveolar samples with positive result for M. pulmonis by
PCR, and two presented growth in culture with SP4 medium. Our results demonstrate a high rate
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of mycoplasma infection in laboratory rats from the animal house of the university, in spite of the
knowledge about this issue since the 1990’s.

KEY WORDS: Mycoplasma. Mycoplasma pulmonis. Laboratory animals. Rodents. PCR.
INTRODUCAO

Hoje mais de 150 espécies de molicutes sdo conhecidas, numero que
aumenta a cada ano. Muitas espécies sdo patogénicas, infectando o homem,
animais, plantas e insetos (3). Embora muitas espécies de micoplasma fagam parte
da microbiota, algumas podem causar doengas infecciosas, dependendo de varios
fatores, tais como o sitio de colonizagéo, o numero e as cepas dos microrganismos,
e o estado imunoldgico do hospedeiro (8).

As espécies mais patogénicas em roedores de laboratorio sdo Mycoplasma
pulmonis e M. arthritidis. A principal doenga causada por M. pulmonis é a
Micoplasmose Respiratéria Murina (MRM), cuja expressdo ¢ marcadamente
influenciada por uma variedade de fatores inerentes ao ambiente, ao hospedeiro
e ao microrganismo. Pode causar morbidade e mortalidade importante,
especialmente em animais utilizados em estudos de longa duragdo, ou animais
com infecgdo subclinica exacerbada por procedimentos experimentais (20). A
MRM ¢ comparavel as manifestagdes patologicas de M. pneumoniae em seres
humanos e de outros animais, sendo considerado o modelo experimental das
micoplasmoses respiratorias (2). Entretanto, o impacto mais significante da infec¢éo
por M. pulmonis pode dever-se a sua interferéncia na interpretagdo dos resultados
experimentais obtidos com animais infectados. Estes microrganismos podem, por
exemplo, alterar a fun¢@o ciliar e a cinética celular (11), a inflamagado neurogénica
(14, 15), a ativagdo das células NK (9, 22) ¢ a resposta imune local e sistémica (20,
21), com indugdo da producdo de varias interleucinas (5). Ja M. arthritidis induz
uma doenga aguda limitada, que pode ser sistémica e passivel de autoinfecgdo em
ratos, e inclui a poliartrite séptica como uma manifestagdo primaria (24).

No Brasil, apenas quatro estudos avaliaram a taxa de infec¢ao por
M. pulmonis em ratos provenientes de biotérios. Um estudo no Rio de Janeiro
curiosamente encontrou uma taxa de infec¢@o de 81,25% num biotério controlado,
e de 25% em um biotério convencional (18). Outro estudo em Sao Paulo detectou
taxas de infecgdo de 83,78% em um biotério sem barreiras microbioldgicas, nao
sendo encontrada infecgdo em biotério com barreiras (23).

No Estado de Santa Catarina, bem como em todo o Sul do Brasil, ndo
existem dados sobre as taxas de infec¢do por micoplasmas nos roedores criados em
biotérios para fins de experimentac@o e o impacto destas infec¢des na modulagao
do sistema imune dos animais. Como foi visto, a presenca destes micro-organismos
infectando animais de laboratdrio pode acarretar interferéncias importantes nos
experimentos que os utilizam. Além disso, estas infec¢des podem ser subclinicas,
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ou mesmo assintomaticas, dificultando a percepcao de sua real incidéncia. Mesmo
estas infecgdes assintomaticas podem estar interferindo no sistema imune dos
roedores, alterando os padrdes de resposta observados nos experimentos. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a taxa de infecgdo por M. pulmonis em ratos provenientes
do biotério da Universidade Regional de Blumenau — FURB, por cultura e pela
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

MATERIAL E METODOS
Animais e amostras

Foram utilizados 20 ratos Wistar provenientes do Biotério da Universidade
Regional de Blumenau — FURB, igualmente distribuidos entre machos e fémeas.
Trata-se de um biotério convencional, onde os animais sdo criados em area limpa,
porém sem barreiras microbioldgicas. Toda dgua e maravalha passa por processo
de esterilizagdo por autoclavagem antes de entrar na area limpa, bem como os
dejetos sofrem processo de desinfec¢do com hipoclorito de sodio antes do descarte.
O biotério atende a demanda de aulas praticas e pesquisa dos alunos dos cursos
da Satde e Biologia. Sdo realizados exames periodicos (anuais) de rotina para a
deteccdo de doengas infecciosas, bem como profilaxia para ecto e endoparasitas
(semestral). O biotério produz atualmente ratos e camundongos. Para a pesquisa dos
micoplasmas nos animais, foram obtidas amostras de lavado broncoalveolar com 2
mL de meio de cultura, apds eutanasia com aplicagdo de tiopental. O procedimento
de coleta das amostras foi feito de acordo com o protocolo recomendando por
Cassel et al (1). Apds eutanasia com superdosagem de tiopental (100 mg/kg de
peso) e fixacdo do animal numa placa de dissecagdo, a regido do ventre até a
traquéia foi submetida a anti-sepsia com Etanol 70% e a pele foi aberta sobre a
laringe, que foi exposta por excisdo do musculo. A laringe foi fechada com pinga
em sua extremidade superior e perfurada com agulha estéril acoplada a seringa para
realizagdo do lavado broncoalveolar. O presente trabalho foi aprovado no Comité
de Ftica em Pesquisa com Animais da Universidade de Blumenau sob n° 018/09.

Cultura de micoplasmas

Uma aliquota de 1,0 mL dos lavados broncoalveolares foi utilizada
para a cultura de micoplasmas a 37°C em um volume total de 2 mL de meio
SP-4 modificado sélido e liquido (PPLO broth base [Difco], Triptona [Oxoid],
Peptona [Difco], cloridrato de L-arginina, vermelho de fenol [1%], suplemento
VX, penicilina, 20% de soro fetal bovino, CRML 1066, extrato de levedura,
e glicose). O meio solido foi preparado acrescentando-se 1% de Agar Noble
(Difco). A acidificagdo do meio pelo metabolismo da glicose, sem a presenca de
turvacdo, indica o crescimento de micoplasmas, revelado pelo indicador vermelho
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de fenol. As amostras foram incubadas em estufa por até 30 dias em aerobiose, e
observadas diariamente (7).

Extragdo e purificacdo do DNA para PCR

Aliquotas de 1,0 mL das amostras de lavado broncoalveolar foram
centrifugadas em microtubos de 1,5 mL por 15 minutos a 12.000 g. O sobrenadante
foi descartado, e o sedimento ressuspendido em 0,5 mL de tampao de lise (Tris 10
mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,5%, pH 8,0) com 200 ug/mL de Proteinase K,
e incubados a 56°C por uma hora, seguido de 10 minutos de incubagdo a 100°C
para inativagdo da Proteinase K. Apos a lise celular foi adicionado volume igual
de Fenol tamponado com Tris (500 uL) para extragdo do DNA. Os tubos foram
homogeneizados em agitador tipo vortex por cerca de 1 min, e centrifugados a
12.000 g por 5 min. Apés centrifugacdo foi retirada a fase fendlica (inferior) e
adicionados 500 uL de fenol/cloroféormico/alcool isoamilico 25:24:1 tamponado
com Tris; os tubos foram homogeneizados novamente por 1 min e centrifugados
a 12.000 g por 5 min. Em seguida a fase aquosa (superior) foi transferida para um
novo tubo e foram adicionados 50 pL de acetato de sddio 3M e 1 mL de etanol
absoluto gelado, e os tubos foram incubado a -20°C por 16 hs para a precipitagdo
do DNA. Os tubos foram centrifugados novamente a 12.000 g por 30 min, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com 1 mL de etanol 70% gelado,
seguido de nova centrifugagdo por 15 min a 12.000 g. O alcool foi desprezado e os
tubos foram colocados em estufa a 40°C para secar o DNA. Apos a secagem foram
adicionados 200 pL de tampao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e os tubos
armazenados a -20°C para a conservagao (17).

Diagnostico Molecular

A detecgdo da infecgdo por M. pulmonis por método molecular foi
realizada pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A amplificacdo do DNA
purificado foi realizada com 5 uLL de amostra em 25 uL de reagdo, contendo 20 uM
de cada oligonucleotideo iniciador MpulF (5’- AGCGTTTGCTTCACTTTGAA-
3’) e MpulR (5°- GGGCATTTCCTCCCTAAGCT-3’) (10), 3,0 uM de MgCl,
200 uM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) com 1,0 U de Taqg DNA
Polimerase em tampao de reagdo fornecido pelo fabricante (Invitrogen). A
reagdo foi submetida a uma desnaturagdo inicial por 5 min a 95°C seguida de 30
ciclos de amplificagdo por 1 min a 95°C, 1 min a 53°C ¢ 1 min a 72°C, com uma
extensao final por 7 min. a 72°C. Os produtos de PCR (266 pb) foram detectados
por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo e
transiluminagdo UV (17). Como controle positivo foi utilizada a cepa UABCTIP
de M. pulmonis (Instituto Pasteur, Paris).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, uma alta percentagem dos animais estudados, ou seja, 75 %
(15/20) apresentou resultado positivo para pesquisa de M. pulmonis por PCR (Figura
1). Apenas duas amostras apresentaram crescimento no meio SP4, ambas com
resultado negativo por PCR. Muitas amostras (17/20) apresentaram contaminagao
na cultura, demonstrada pela turvagio intensa do meio. A metodologia de cultura,
por utilizar meio de cultivo extremamente enriquecido, esta sujeita ao crescimento
de contaminantes que inviabilizam o crescimento dos micoplasmas, muito mais
lento que a grande maioria das bactérias e fungos. Além disso, a metodologia da
PCR em muitos casos se apresenta mais sensivel que a cultura na deteccdo da
presenga de microrganismos infecciosos. No caso das amostras que apresentaram
resultado positivo por cultura e resultado negativo na PCR, ndo se pode descartar
a presenga de eventuais inibidores da reagdo enzimatica de amplificagdo do DNA.
Entretanto, a causa mais provavel ¢ tratar-se de outra espécie de micoplasma, em
razdo de termos utilizado uma reagdo de PCR especifica para M. pulmonis.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de PCR para M.
pulmonis (266 bp — setas amarelas) corados com brometo de etideo, em
transiluminador UV. Controle positivo (21): DNA da cepa UABCTIP
de M. pulmonis, controle negativo (22): H,O, 100 bp: DNA ladder
(Invitrogen).

A MRM causada por M. pulmonis ¢ marcadamente influenciada por
uma ampla variedade de fatores inerentes ao ambiente, ao hospedeiro e ao
microrganismo. Pode causar morbidade e mortalidade significantes, especialmente
em animais utilizados em estudos de longa duragdo, ou animais com infecgdo
subclinica exacerbada por procedimentos experimentais (20). Entretanto, como
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mencionamos, o impacto mais significante da infeccao por M. pulmonis pode
dever-se a sua interferéncia na interpretagao de resultados experimentais. O esfor¢o
para reduzir a infec¢do dos animais de laboratorio por M. pulmonis obteve certo
sucesso, porém ndo foi capaz de elimina-la. Estudos de prevaléncia, da década de
80, ainda mostravam taxas de 5-20% em biotérios controlados (4, 20). Apesar de
nado haver relatos de estudos em maior escala nos ultimos anos, alguns achados
demonstram que a infeccao por M. pulmonis ainda persiste, mesmo em biotérios
bem controlados (13). No inicio da década de 1990 foi encontrada uma taxa de
infecgdo significativa por micoplasmas em roedores de um biotério de Sao Paulo que
nao dispunha de barreiras microbianas (23). Mais recentemente, em outro biotério,
foi observada uma taxa de infecc@o por M. pulmonis de 65% dos ratos analisados,
com colonizagdo inclusive de bioteristas que cuidavam dos animais (6). Ao redor
do mundo, taxas similares tem sido encontradas, em relagdo ao presente estudo,
como por exemplo em Taiwan, com 40% de infecgdo por M. pulmonis (12). Ja em
biotérios da Europa ocidental, onde se esperaria condi¢des sanitarias melhores, as
taxas podem ser tdo baixas como 3% (13, 19). Os atuais niveis de infec¢do por M.
pulmonis encontrados nos ratos provenientes do biotério da Universidade Regional
de Blumenau impedem seu uso em modelos experimentais que abordem a avaliagao
de infecgdes por outros microrganismos e do sistema imune.

A elevada prevaléncia de M. pulmonis em um dos biotérios mais
importantes no Estado de Santa Catarina para o fornecimento de animais para
experimentagdo se constitui um problema grave, que necessita de medidas
profilaticas e corretivas. Da mesma forma, estes dados servem de alerta aos demais
biotérios e centros de pesquisa do pais, que eventualmente nao fagam este tipo de
monitoramento continuo. A utilizagdo de métodos moleculares no monitoramento
dos biotérios pode constituir vantagem expressiva, uma vez que pode apresentar
sensibilidade maior do que o método convencional de cultura. Altas taxas de
infeccdo inutilizam estes animais para um grande niimero de experimentos
cientificos, principalmente aqueles que envolvem a resposta imune e inflamatdria.
Outros estudos estao sendo conduzidos por nosso grupo avaliando a taxa de infec¢ao
também em camundongos, bem como a presenca de outras espécies importantes de
micoplasmas, como M. arthritidis.

Parece essencial que os pesquisadores, no momento de planejar
experimentos que utilizem a avaliagdo da resposta imune ou inflamatoria em
animais, verifiquem as condi¢des do biotério que ird fornecer os animais, e que
busque preferencialmente os que utilizam barreiras microbioldgicas no manejo dos
mesmos. Mais do que isso, seria recomendavel que biotério pudesse encaminhar,
juntamente com os animais solicitados, um relatério que comprovasse o tipo de
manejo e os testes sanitarios realizados. Indo mais além, consideramos que um
esfor¢o organizado e direcionado para a acreditacao dos biotérios universitarios
do pais seria de grande interesse, como por exemplo, através da Association
for Assessment and Acreditation of Laboratory Animal Care Internacional
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(AAALAC), dentre outras entidades (16), uma vez que se deseja que o Brasil tenha
um impacto cada vez mais significativo na pesquisa mundial.
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