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RESUMO

MITRE, Patrícia Andrade Guimarães. Padronização de Reação em Cadeia de
Polimerase (PCR) para Detecção de Mycoplasma pulmonis como Parte do
Programa de Monitoramento Sanitário do Centro de Ciência An imal da UFOP Rio
de Janeiro, 2021. Dissertação (Mestrado Profissional em Formação para a Pesquisa
Biomédica) Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Introdução : A caracterização do estado sanitário dos animais de laboratório permite

conhecer as particularidades do modelo biológico utilizado e compor base de dados

para auxiliar no desenho e interpretação experimental dos pesquisadores além de

subsidiar a elaboração do Programa de Monitoramento Sanitário (PMS) de biotérios.

Entre os agentes microbiológicos que acometem o sistema respiratório de

camundongos e ratos encontra-se o Mycoplasma pulmonis, bactéria muito prevalente

em biotérios convencionais. As infecções são subclínicas na maioria dos casos e a

interferência nas pesquisas é bastante documentada na literatura. Objetivo:

Padronizar a detecção de M. pulmonis em colônias de ratos e camundongos criados

e mantidos no Centro de Ciência Animal da UFOP como parte de seu PMS e produzir

um Procedimento Operacional Padrão (POP). Métodos: Foram obtidas amostras de

animais (swab oral, lavado traqueobrônquico - BAL e tecido pulmonar) e amostras

ambientais dos racks onde os animais eram mantidos (swab do ducto central de

exaustão e papel filtro aderido ao filtro de exaustão). Foram coletadas amostras de 10

animais de cada colônia mantida no biotério (camundongos Balb/C, C57BL/6 e Swiss

e ratos Fischer e Wistar) e amostra de filtro e swab de exaustão de cada um dos 5

racks presentes no biotério. O DNA foi extraído das amostras através da utilização de

kits comerciais ou técnicas in house. O par de primers foi desenhado a partir da

sequência gênica que codifica para a unidade 16S rRNA da bactéria. Alíquotas de

cultivo de M. pulmonis foram doadas pelo CEMIB/UNICAMP e utilizadas como

controle positivo após extração de DNA pelo método da fervura (FAN et al, 1995) Os

testes de PCR foram padronizados para um volume final de 20µL. As temperaturas

de desnaturação, de anelamento e de extensão foram respectivamente 94°C, 57°C e

72°C e o termociclador foi programado para 30 ciclos. Resultados : O DNA extraído a

partir de tecido pulmonar e BAL de ratos Fischer e Wistar apresentou alto grau de

pureza e rendimento enquanto aquele proveniente dos demais espécimes demonstrou

qualidade inferior. Dentre as amostras de todos os animais utilizados, foram positivas



01/50 em swabs orais, 22/50 em BAL e 45/50 em tecido pulmonar. Nenhuma das

amostras obtidas a partir das racks ventiladas foi positiva. Conclusão : O presente

trabalho permitiu a padronização da PCR e construção de um POP para detecção de

M. pulmonis a partir de amostras de tecido pulmonar, espécime mais sensível para

detecção do patógeno, garantindo o menor número de falso-negativos. O documento

gerado permitirá a implantação do monitoramento periódico das colônias de roedores

do CCA como parte de seu PMS.

Palavras-chave : Mycoplasma pulmonis. PCR. Programa de Monitoramento Sanitário.



ABSTRACT

MITRE, Patrícia Andrade Guimarães. Padronização de Reação em Cadeia de
Polimerase (PCR) para Detecção de Mycoplasma pulmonis como Parte do
Programa de Monitoramento Sanitário do Centro de Ciência An imal da UFOP Rio
de Janeiro, 2021. Dissertação (Mestrado Profissional em Formação para a Pesquisa
Biomédica) Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Introduction : The characterization of the health status of laboratory animals allows to

know the particularities of the biological model used and to compose a database to

help in the design and experimental interpretation of researchers, besides subsidizing

the elaboration of the Animal Health Monitoring Program (PMS). Among the

microbiological agents that affect the respiratory system of mice and rats is

Mycoplasma pulmonis, a bacteria very prevalent in conventional facilities. Infections

are subclinical in most cases and interference in research is well documented in the

literature. Objective: to standardize the detection of M. pulmonis in colonies of rats

and mice bred and kept at the UFOP Animal Science Center as part of their PMS.

Methods: Animal samples (oral swab, tracheobronchial lavage - BAL and lung tissue)

and environmental samples were obtained from the racks where the animals were kept

(central exhaust duct swab and filter paper attached to the exhaust filter). Samples

were collected from 10 animals from each colony maintained in the facility (Balb/C,

C57BL/6 and Swiss mice and Fischer and Wistar rats) and filter swab and exhaust

swab from each of the 5 racks in the facility. DNA was extracted from the samples

using commercial kits or in-house techniques. The pair of primers was designed from

the gene sequence which codes for the 16S rRNA unit of the bacteria. Aliquots of M.

pulmonis culture were donated by CEMIB/UNICAMP and used as positive control after

DNA extraction. PCR reactions were standardised to a final volume of 20uL.

Denaturation, annealing and extension temperatures were respectively 94°C, 57°C

and 72°C and 30 cycles were used. Results : The quality of DNA extracted from lung

tissue and BAL from Fischer and Wistar rats was very good while the same

performance was not obtained for the other specimens. Among the animal samples,

01/50 in oral swabs, 22/50 in BAL and 45/50 in lung tissue were positive. None of the

samples obtained from the ventilated racks were positive. Conclusion : The present

work allowed the standardization of PCR for detection of M. pulmonis from lung tissue

samples, the most sensitive specimen for pathogen detection, ensuring the lowest



number of false negatives. The results will subsidize the implementation of periodic

monitoring of the CCA rodent colonies as part of their PMS.

Keywords : Mycoplasma pulmonis. PCR. Health Monitoring Programme.
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Ao longo do desenvolvimento da Ciência de Animais de Laboratório, observa-se

progressiva melhoria das condições de criação e manutenção de roedores para a

pesquisa científica. Entre os anos de 1880 e 1950, os roedores começaram a ser

utilizados, de fato, na pesquisa. Entretanto, esses animais possuíam patógenos

associados à sua microbiota natural. À medida em que foram introduzidas melhorias

nos aspectos de sanidade, nutrição e controle ambiental, dentre outros, observou-se

redução na prevalência destes patógenos (WEISBROTH, 1996; BAKER, 1998).

Entre os anos de 1960 e 1985, técnicas como a rederivação cesariana foram

introduzidas na Ciência de Animais de Laboratório de forma que diversos

microrganismos que poderiam ser transmitidos de forma vertical (aleitamento) ou

horizontal foram eliminados tornando as colônias de roedores mais refinadas do ponto

de vista microbiológico (WEISBROTH, 1996; BAKER, 1998).

Ocorreu ainda um terceiro período, entre os anos de 1980 e 1996, no qual

observou-se expressivo avanço na qualidade sanitária dos roedores de laboratório,

viabilizado pela introdução de testes sorológicos dos animais como rotina, em alguns

biotérios, acompanhados pela aplicação das técnicas de rederivação cesariana. Isso

possibilitou a redução na prevalência de patógenos e até mesmo a erradicação de

vírus murinos nos locais onde tais inovações foram implementadas. Melhorias das

condições de manejo foram continuamente empregadas e, ao longo de décadas,

torna-se perceptível a crescente melhoria da qualidade sanitária dos animais

empregados na pesquisa biomédica (WEISBROTH, 1996; BAKER, 1998).

Certamente, houve um aumento exponencial na consciência dos efeitos variados e

geralmente indesejáveis de patógenos naturais em animais de laboratório e foram

envidados esforços cada vez maiores para excluí-los (BAKER,1998).

Toda essa evolução observada ao longo das décadas na qualidade sanitária

permite, hoje, dividir os roedores de laboratório em três categorias: gnotobióticos, que

possuem microbiota associada conhecida (podendo até mesmo ser inexistente);

Livres de Patógenos Específicos (SPF) que são animais livres de microrganismos que

poderiam ocasionar doenças, zoonoses ou interferir na pesquisa e finalmente os

animais convencionais, estes últimos possuem microbiota desconhecida por serem

mantidos em ambiente desprovido de barreiras sanitárias rigorosas (COUTO, 2002).

É melhor prevenir a introdução de patógenos do que considerar sua presença quando



da interpretação de resultados experimentais. Neste ponto, é apropriado mencionar

outra razão válida para prevenir a entrada de patógenos em um biotério: em alguns

casos, as drogas utilizadas para combater os patógenos podem alterar a fisiologia do

hospedeiro e interferir com os experimentos em andamento (BAKER,1998).

A caracterização do estado sanitário dos animais de laboratório permite

conhecer as particularidades do modelo biológico utilizado e compor base de dados

para auxiliar no desenho e na interpretação experimental dos pesquisadores, uma vez

que patógenos não detectados podem acarretar uma outra variável ao estudo

(BAKER,1998; PAIVA, 2015). Por essa razão, é importante que biotérios de criação e

experimentação estabeleçam um Programa de Monitoramento Sanitário (PMS) como

parte integrada do sistema de qualidade (MÄHLER et al, 2014).

O Centro de Ciência Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto

(UFOP) localiza-se no Campus Universitário Morro do Cruzeiro, na cidade de Ouro

Preto/MG, sendo constituído pelo prédio central que abriga a criação de roedores em

sistema convencional, salas de manutenção de roedores em experimentação, salas

para procedimentos experimentais, área de apoio e administrativa. Em construções

anexas encontra-se os canis de criação e experimentação e o Laboratório de Técnica

Operatória e Cirurgia Experimental. O CCA supre as necessidades dos pesquisadores

e colaboradores da UFOP com o fornecimento de camundongos das linhagens Balb/c,

C57BL/6, estoque Swiss; ratos da linhagem Fisher e do estoque Wistar; hamsters

sírios dourados e cães sem raça definida. Neste contexto, o CCA/UFOP dá suporte a

25 laboratórios de pesquisa com o fornecimento e a manutenção de animais de

laboratório, mantendo em sua estrutura ambientes apropriados para a realização de

experimentos com esses animais.



1.1 Interferência de microrganismos em resultados de pesqu isa

A maioria das infecções em animais de laboratório não desencadeiam sinais

clínicos. Infecções latentes ou inaparentes podem, entretanto, afetar

substancialmente a experimentação animal. Há casos em que infecções silenciosas



na colônia de criação podem ser evidenciadas quando os animais se encontram sob

procedimentos experimentais em virtude de estresse, imunossupressão, ação de

substâncias tóxicas e de tumores. Influências ambientais como transporte ou

temperatura e umidade, fora dos limites recomentados, também podem contribuir para

o surgimento de sinais clínicos evidentes. Frequentemente, certas linhagens ou

estoques de uma determinada espécie animal são mais sensíveis a uma infecção que

outros. Dessa forma, um mesmo agente patogênico pode induzir o aparecimento de

sintomas mais discretos em determinadas linhagens, mais evidentes em algumas e

até mesmo assintomáticos em outras. Sinais clínicos costumam ser mais graves em

animais imunodeficientes (NICKLAS et al, 1999).

Há numerosos exemplos na literatura sobre a influência de microrganismos,

independente da manifestação de sinais clínicos, na fisiologia dos animais de

laboratório. Eles alteram parâmetros como resposta do sistema imune,

comportamento, taxa de crescimento, reprodução, entre outros. Essas alterações

confundem os resultados experimentais e são perniciosas, já que podem permanecer

indetectáveis. Também aumentam a variabilidade entre os indivíduos nos estudos

gerando a necessidade de um número maior de animais por experimento para a

obtenção de resultados significativos. (NICKLAS et al, 1999; CLIFFORD et al, 2014;

MÄHLER et al, 2014).

Observa-se na atualidade, mundialmente, uma crise na reprodutibilidade de

experimentos na qual a interferência de microrganismos infecciosos tem importante

participação. Nesse contexto, o uso de animais de laboratório isentos de

microrganismos indesejados é um pré-requisito necessário para alcançar resultados

confiáveis e reprodutíveis com um mínimo de animais e dessa maneira contribui-se

para o bem-estar animal (NICKLAS et al, 1999).

Mais recentemente, discute-se até mesmo sobre a composição da microbiota

dos animais de laboratório. Alterações dessa população microbiana podem ter efeitos

significativos nos modelos animais e seus fenótipos expressos, adicionando uma

variável complexa e importante em pesquisas básicas e estudos pré-clínicos como

fator capaz de alterar a reprodutibilidade experimental. Muitos fatores ambientais

podem ocasionar alterações na composição dessa microbiota. Entre os mais comuns

pode-se citar o tipo de alojamento, forração das gaiolas, frequência de trocas, dietas

e método de tratamento (autoclavação ou irradiação), fonte e processamento da água



de bebida e utilização de antibióticos em procedimentos experimentais (SERVICK,

2016; FRANKLIN & ERICSSON, 2017).

1.2 Patógenos que acometem o trato respiratório











1.3 Programas de Monitoramento Sanitário (PMS)



A escolha do animal é crucial para o bom desempenho do PMS. A utilização de

animais residentes da colônia é ideal e deve ser praticada sempre que possível.

Recomenda-se a utilização de todas as espécies de animais presentes no biotério e

ambos os sexos, devido a susceptibilidade diferencial aos agentes patogênicos

(MAHLER et al, 2014). Considerando o uso de métodos de diagnóstico diretos, como

PCR, a obtenção de animais mais jovens aumenta a probabilidade de detecção de

agentes patogênicos; animais mais velhos desenvolvem uma resposta que pode



eliminar parcialmente ou totalmente muitas infecções parasitárias e virais (CLIFFORD

et al, 2014). Quanto ao número de animais a serem testados no monitoramento

sanitário de um biotério, sugere-se a fórmula proposta pelo ILAR (1976), que calcula

o número amostral para monitoramento de colônias de animais residentes, onde

eventuais infecções se propagam e distribuem livremente:

Número de animais amostrados = log 0,05

log N

Na fórmula mencionada, 0,05 corresponde a noventa e cinco por cento de

confiabilidade do teste. N equivale à estimativa em porcentagem da população livre

do patógeno a ser investigado. Em outras palavras, se a prevalência para dado

microrganismo é dez por cento, N será noventa por cento. Logo, quanto menor a

prevalência conhecida do agente, mais animais a amostrar serão necessários para

garantir a precisão do teste (NRC, 1991). Ela considera a prevalência dos agentes

patogênicos na colônia, mas tem como pré-requisito para seu uso, a necessidade de

uma população residente de no mínimo 100 animais na unidade microbiológica

(NICKLAS, 2008; MAHLER et al, 2014).

Ao longo dos anos, o uso de racks com sistema de ventilação individual em

biotérios de roedores tem aumentado. Uma vez que cada um dos minis isoladores da

rack pode ser considerado uma única unidade microbiológica, o monitoramento

microbiológico de toda a colônia tornou-se uma tarefa desafiadora. (BRIELMEIER et

al, 2006; MAHLER et al, 2014). Dessa forma o monitoramento direto de animais

residentes não tem viabilidade prática e econômica, nesse caso, seria necessário

testar amostras numerosas de animais para que infecções pouco prevalentes sejam

detectadas. A estratégia padrão para monitoramento sanitário de animais criados em

mini isoladores com ventilação individual é o uso de sentinelas (MAHLER et al, 2014).

Sentinelas são animais expostos diretamente ou indiretamente aos animais

residentes, por determinado período, a fim de se infectarem por eventuais agentes

patogênicos presentes na colônia monitorada. Ao final do período de exposição, as

sentinelas são examinadas por testes parasitológicos, microbiológicos, sorológicos e

moleculares. (MAHLER et al, 2014). As sentinelas precisam ser comprovadamente

livres dos agentes infecciosos considerados no monitoramento sanitário, sendo

recomendado o uso de animais criados em isoladores de perfil sanitário conhecido

(PRITCHETT-CORNING et al, 2009).



A cama suja das caixas dos animais residentes é a via de exposição indireta

mais recomendada às sentinelas e a reposição desse insumo deve ser realizada

semanalmente, utilizando-se de no mínimo 50% de cama suja. (MAHLHER et al,

2014). Essa então foi proposta como solução para a amostragem dos PMS. Mais

recentemente, a exposição dessas sentinelas ao ar de exaustão da rack também foi

considerado (BRIELMEIER et al, 2006

Atualmente a utilização das sentinelas em PMS vem sendo duramente criticada

pela literatura científica. Alguns estudos demonstraram que agentes como Sendai

vírus (ARTWOHL et al, 1994), CAR bacillus (CUNDIFF et al, 1995) e Pasteurella

pneumotropica (MILLER et al, 2016) não foram detectados através da utilização de

sentinelas expostas a cama suja. Tal achado é justificável se considerarmos a

natureza da transmissão aerógena desses agentes que acometem o trato respiratório

de roedores. No entanto, ZORN e colaboradores (2016) também não conseguiram

detectar o Norovírus murino, microrganismo de transmissão fecal-oral utilizando este

modelo. Sendo assim esta estratégia de amostragem evidencia suas limitações

levando ao uso desnecessário de animais para fins de detecção de determinados

patógenos. Em contraste, o monitoramento a partir de elementos do ambiente fornece

uma abordagem mais promissora para identificar microrganismos em colônias de

roedores. Estudos recentes sugerem que a análise da PCR a partir de um elemento

filtrante exposto à exaustão de racks ventiladas é superior à utilização de sentinelas

expostas a cama suja para diferentes agentes. A análise de amostras ambientais de

racks com sistema de ventilação individual é uma abordagem relativamente nova e

tem se mostrado confiável e promissora para melhorar o monitoramento sanitário em

instalações de animais de laboratório (MILLER & BRIELMEIER, 2017

A utilização da PCR para análise de partículas provenientes da exaustão de

racks ventiladas já foi capaz de detectar patógenos como norovírus murino (ZORN et

al, 2016), P. pneumotropica (MILLER et al, 2016), Helicobacter hepaticus mesmo em

baixa prevalência (MILLER et al, 2016), Astrovirus murino e Myocoptes musculinus

(KÖRNER et al, 2019).

A PCR de partículas provenientes da exaustão das racks não é prejudicada por

fatores como a idade das sentinelas ou a sobrevivência dos agentes na cama suja,

uma vez que não depende da infecção desses animais. Ela depende exclusivamente

do transporte e do acúmulo de ácidos nucleicos dos patógenos nos elementos de

exaustão da rack, como os pré-filtros. Além do monitoramento ambiental de rotina, o



exame de roedores que demonstram sinais clínicos de doenças continua a ser um

componente fixo dos PMS. Esta mudança de paradigma no monitoramento

microbiológico de roedores contribui muito para os Princípios dos 3R´s de RUSSELL

& BURCH (1959). Principalmente quanto ao princípio da substituição eliminando a

necessidade da utilização de animais saudáveis para o monitoramento de todas as

colônias (MILLER & BRIELMEIER, 2017

A sensibilidade da PCR permite a detecção de apenas uma única cópia da

sequência gênica alvo em condições ideais. Resultados positivos podem ser obtidos

não apenas em organismos intactos, viáveis ou não, mas também em fragmentos de

organismos ou até mesmo, fragmentos de DNA. Ou seja, agentes infecciosos não são

detectados somente em animais infectados, mas também em seus excrementos e até

mesmo na poeira que se acumula no ambiente. Animais infectados com praticamente

qualquer agente infeccioso contaminam todo o ambiente ao seu redor permitindo a

detecção de ácidos nucleicos. Como discutido anteriormente testes de amostras



ambientais, como a poeira acumulada em sistemas de exaustão de racks podem

diminuir ou mesmo eliminar a necessidade de testes diretos em animais. Além disso,

é possível ainda mesclar amostras (provenientes ou não de animais) e diminuir seu

número em ensaios reduzindo sobremaneira o custo das análises (CLIFFORD,

HENDERSON & CHUNGU, 2014).



2.1 Objetivo geral

Padronizar a técnica de PCR para detecção de Mycoplasma pulmonis em ratos

e camundongos mantidos no Centro de Ciência Animal da UFOP e desenvolver

Protocolo Operacional Padrão para aplicação da técnica como parte de seu Programa

de Monitoramento Sanitário.

2.2. Objetivos específicos



3.1. Animais utilizados no estudo

3.2. Delineamento experimental

Na figura 1, encontra-se de forma bem resumida todas as etapas de

desenvolvimento do presente trabalho. Primeiramente as amostras foram obtidas nas

quantidades indicadas entre parênteses. Em seguida procedeu-se a extração de DNA

e avaliação de quantidade e qualidade desse ácido nucleico. a reação de PCR foi

padronizada utilizando-se um primer desenvolvido para este projeto e controle positivo

doado pelo CEMIB/UNICAMP. Após essa etapa, o DNA extraído a partir das amostras

foi submetido ao protocolo de PCR padronizado e então o POP foi escrito.



3.3. Coleta de amostras

Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2 conforme procedimento

operacional adotado pelo CCA para animais de descarte. Em seguida as carcaças

foram encaminhadas para a coleta de amostras. Três tipos de amostras foram obtidas

a partir dos animais: swab de cavidade oral, BAL e tecido pulmonar. Apesar de terem

sido utilizados 94 animais no estudo foram selecionadas 50 amostras de swab de

cavidade oral, 50 amostras de BAL e 50 amostras de tecido pulmonar (10 de Balb/c,

10 de C57BL/6, 10 de Swiss, 10 de Fischer e 10 de Wistar para cada tipo de amostra).

E dentre as amostras estudadas, nem sempre os três tipos eram obtidos a partir do

mesmo animal. Isso se deve a perdas de amostras ocorridas no processo de coleta

ou durante a etapa de extração de DNA.

Além das amostras coletadas a partir dos animais, foram coletados dois tipos de

amostras do ambiente: swabs dos ductos de exaustão das racks ventiladas e

fragmentos de papel filtro aderidos ao pré-filtro de exaustão das racks ventiladas.

Foram amostradas 5 racks ventiladas que se localizam no setor de Criação de

Roedores e abrigavam os animais utilizados no experimento. Destas racks, 2



abrigavam camundongos (isogênicos e Swiss) e as outras três eram utilizadas para

manutenção de ratos (Fischer e 2 racks de Wistar).

A seguir são descritos os procedimentos adotados para a coleta de cada um dos

tipos de amostras utilizados.

As carcaças foram dispostas em decúbito dorsal e introduziu-se a ponta de um

swab estéril na cavidade oral. Toda a superfície envolta em algodão foi friccionada

com delicadeza contra as paredes internas das bochechas bem como partes

posteriores e inferiores da língua. Tomou-se o cuidado de promover o contato de toda

a superfície do swab com a mucosa oral para garantir uma boa coleta. Após a coleta,

as hastes foram rompidas com o auxílio de uma tesoura e as pontas depositadas em

tubos tipo eppendorf com capacidade de 2,0 mL previamente esterilizados contendo

1mL de solução salina também estéril. A conservação imediata foi feita em nitrogênio

líquido. Após todo o término das coletas, as amostras de swab foram armazenadas

em freezer a -80°C.

As carcaças foram fixadas em superfície de cortiça em decúbito dorsal. As patas

presas com alfinetes e o animal posicionado de forma que a parte cranial ficasse

voltada para o operador. Todos os procedimentos de coleta desse espécime foram

realizados próximo ao bico de Bunsen. Antes de iniciar a coleta realizou-se a assepsia

da região do pescoço e parede cranial do tórax com álcool 70 %. Utilizando-se

tesouras e pinças sanitizadas a região ventral do pescoço foi aberta, as glândulas

salivares e a musculatura rebatidas até a exposição da traqueia. Em seguida, uma

pinça hemostática curva fechada foi posicionada abaixo dessa estrutura de forma a

permitir seu isolamento das regiões vizinhas. Um fragmento de fio de algodão de cerca

de 15 cm foi preso à ponta da pinça hemostática e delicadamente tracionado pela

pinça e posicionado por baixo da traqueia. Cânulas constituídas a partir de agulhas

18G (camundongos) e 21G (ratos) foram então inseridas na luz da traqueia, através



de pequeno orifício feito com a tesoura, na posição horizontal (ângulo de 15°), com

cuidado para não perfurar outras porções da parede. As cânulas foram acopladas em

seringas de 3,0 mL contendo solução salina esterilizada. O fio de algodão foi utilizado

para fixação da cânula através da realização de um nó de forma que não permitisse

espaço para refluxo entre a cânula e a luz da traqueia. Delicadamente, a salina

esterilizada foi injetada no canal, percorrendo também os brônquios. Em seguida, a

salina foi aspirada com o auxílio do êmbolo. Essa manobra era repetida mais duas

vezes e o líquido recuperado depositado em um tubo tipo eppendorf de 2,0 mL

esterilizado e devidamente identificado com data e os dados do animal. A conservação

imediata ocorreu em nitrogênio líquido. Após todo o término das coletas, as amostras

de lavado traqueobrônquico foram armazenadas em freezer a 80 °C.

Após a coleta de BAL, realizou-se a coleta de fragmentos dos lobos dos pulmões

direito e esquerdo. Esse procedimento também foi realizado em proximidade à chama

do Bico de Bunsen. Os fragmentos foram coletados com o auxílio de tesouras e pinças

cirúrgicas previamente sanitizadas. A cada uso dos instrumentos cirúrgicos, estes

eram inseridos em béquer contendo álcool 70 % próximo à superfície de trabalho. Os

fragmentos coletados tinham cerca de 0,5 a 1,0 cm de comprimento e foram retirados

dos diversos lobos pulmonares. O material coletado foi acondicionado em tubos tipo

eppendorf de 2,0 mL previamente esterilizados e identificados com a data de coleta e

a identificação do animal. A conservação imediata era feita em nitrogênio líquido. Após

todo o término das coletas, as amostras de pulmão foram armazenadas em freezer a

-80°C.

Através da utilização de swab para microbiologia, as superfícies internas dos

ductos centrais de exaustão de cada rack ventilada do setor de criação de roedores

do CCA foram amostradas. As figuras 2 e 3 permitem uma melhor compreensão do

fluxo de ar nas racks ventiladas e das estratégias adotadas para a coleta de amostras



do equipamento. Para proceder a coleta do swab, os tubos tipo traqueia que fazem a

ligação dos ductos centrais de exaustão ao pré-filtro de exaustão da rack foram

removidos. Após a desconexão deslizou-se a extremidade do swab pelas paredes

internas do ducto de forma delicada e certificando-se de que toda a ponta do objeto

de coleta tivesse contato com a superfície amostrada. Após a coleta, a haste foi

rompida com o auxílio de uma tesoura e a ponta depositada em um tubo tipo

eppendorf com capacidade de 2,0 mL previamente esterilizado preenchido por 1mL

de salina estéril. A conservação das amostras foi feita em freezer a -80 °C até o

momento da extração do DNA.

Fragmentos de papel filtro com dimensões de 2 cm de comprimento e 2 cm de

largura foram fixados com o auxílio de fita dupla-face a face externa do filtro de saída

que recebe todo o ar advindo da exaustão de cada uma das caixas de animais

alojadas nas racks ventiladas. A figura 3 ilustra o local em que os fragmentos de papel

filtro foram aderidos. Estes elementos permaneceram fixados por três semanas e

recebiam todo o ar exaurido das caixas, dessa forma, pressupôs-se que os micro-

organismos foram transportados nessa corrente de ar permanecendo retidos nas

tramas do papel filtro. Após o período de exposição os fragmentos de papel foram

coletados e acondicionados em tubos tipo Falcon previamente esterilizados e

identificados e conservados em freezer -80°C até o momento da extração de DNA.



Figura 2. Esquema de circulação de ar na rack ventilada. Fonte: Manual Rack AL21 inteligente 3
2019 Alesco.

Figura 3. Ilustração representativa dos pontos de coleta de amostras em racks ventiladas. Fotos
retiradas do catálogo de produtos da empresa Alesco Indústria e Comércio LTDA.



3.4. Extração de DNA das amostras

A extração do DNA genômico das amostras BAL, Tecido pulmonar e Papel filtro

aderido à exaustão de racks ventiladas foi realizada com o kit WizardTM Genomic

DNA Purification Kit A1120 (Promega, Madison, WI,) com algumas modificações. As

etapas iniciais do processamento dessas amostras são apresentadas nos itens 3.4.1;

3.4.2 e 3.4.3. Em seguida os tubos contendo as amostras em tampão TrisHcl 50 mM

ph 7,5; EDTA 1 mM pH 8,0; 1 % de N-lauril sarcosina eram homogeneizados e

adicionava-se 25 µL de solução de proteinase K 20 mg / mL e procedia-se a incubação

overnight a 37 °C. Em seguida o restante dos procedimentos para extração foram

executados conforme instruções do fabricante. O DNA extraído foi armazenado em

geladeira a uma temperatura dentro da faixa de 1 a 7° C até o momento da utilização.

As amostras de BAL foram descongeladas em gelo e então centrifugadas. O

sobrenadante foi descartado e os pellets ressuspendidos em 250 µL do tampão

TrisHcl 50 mM ph 7,5; EDTA 1 mM pH 8,0; 1 % de N-lauril sarcosina.

As amostras foram descongeladas em gelo e então pesava-se cerca de 50 mg

de fragmentos de pulmão. Com o auxílio da tesoura, cortava-se a amostra em

fragmentos bem pequenos para possibilitar a ação das soluções de lise a serem

empregadas nas etapas subsequentes. Adicionava-se 250 µL do tampão TrisHcl 50

mM ph 7,5; EDTA 1 mM pH 8,0; 1 % de N-lauril sarcosina aos tubos contendo

amostras.



As amostras foram descongeladas em gelo. O papel filtro de 2 cm de largura e

2 cm de comprimento foi seccionado em pequenos fragmentos para possibilitar melhor

atuação das soluções de lise empregadas em etapas posteriores. O conteúdo de

papel filtro era dividido em dois tubos tipo eppendorf de 2,0 ml e 600 µL do tampão

TrisHcl 50 mM ph 7,5; EDTA 1 mM pH 8,0; 1 % de N-lauril sarcosina foram adicionados

a esses tubos.

Diversos protocolos para extração de DNA a partir de swabs foram testados sem

sucesso. Finalmente optou-se por utilizar adaptações à técnica descrita por CRISTO

& SANTOS (2009). As amostras foram descongeladas e as pontas dos swabs

removidos dos tubos. Em um primeiro momento procurou-se aumentar a

concentração de DNA das amostras, para tanto todas as amostras foram

centrifugadas a 17760 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi então descartado de

forma que fosse preservado nos tubos cerca de 1 mL do sobrenadante e pellet.

Imediatamente antes de realizar as reações de PCR, 50 uL de cada amostra

eram transferidos para microtubos estéreis. Os tubos então eram acondicionados em

termociclador e mantidos por 30 minutos a 70 °C. Em seguida os microtubos eram

centrifugados a 905,58 x g (3000 RPM) por 5 minutos. Após esse processo as

amostras estavam prontas para a realização da PCR onde somente o sobrenadante

era utilizado.

3.5. Quantificação e avaliação da qualidade de DNA genômico

Após os procedimentos de extração de DNA genômico das amostras de BAL,

tecido pulmonar e papel filtro aderido à exaustão de racks ventiladas, foi feita a

dosagem do DNA em nanoespectrofotômetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,



EUA). Além da quantificação, dada em ng / uL foi avaliada a qualidade do DNA

coletado através das razões 260 nm / 280 nm que foram considerados de boa

qualidade, quando maiores que 1,8 e 260 nm / 230 nm da qual se espera valores entre

2,0 e 2,2 aproximadamente. Valores fora desse intervalo podem indicar contaminação

por fenol / trizol ou algum componente proteico. Para a mensuração foi necessária a

utilização de 2 µL de alíquota de cada amostra. As razões 260 nm / 280 nm e

260nm/230nm, sempre devem ser analisadas em conjunto com a quantidade de DNA

obtido. Após a dosagem as amostras foram armazenadas em geladeira a uma

temperatura dentro da faixa de 1 a 7° C até o momento da utilização.

3.6. Padronização da PCR

O par de primers foi desenhado a partir da sequência gênica que codifica para

a unidade 16S rRNA de Mycoplasma pulmonis conforme depositado no banco online

de dados GenBank® (Basic Local Alignment Search Tool- NCBI©). Utilizou-se como

ferramenta para o desenho do par de primers o Pick Primer (NCBI©). Os iniciadores

desenhados foram submetidos ao teste in silico de especificidade com o auxílio da

ferramenta BLAST (NCBI©). A sequência nucleotídica do par gera um fragmento com

as características especificadas abaixo.

Figura 4. Dados sobre primers para detecção de Mycoplasma pulmonis.

Uma alíquota de cultura de Mycoplasma pulmonis foi gentilmente cedida pelo

Laboratório de Controle de Qualidade Sanitária do CEMIB (Centro Multidisciplinar

para Investigação Biológica/UNICAMP). A cultura foi subdividida em tubos tipo

eppendorf e congelados em freezer -80 °C. A extração do DNA genômico foi realizada

Espécie alvo Sequência Tamanho do produto Temperatura de an elamento Referência
Forward: 5´ACG CGT AGA ACC TTA CCC AC 3´
Reverse: 5´ACG ACA ACC ATG CAC CAT CT 3´Mycoplasma pulmonis 93 pb 60° C

NR_041744.1
(GenBank)



através do método da fervura conforme descrito por FAN e colaboradores em 1995 e

modificado por FERREIRA em 2005. Para tanto, 1 mL da alíquota foi submetida a um

processo de centrifugação por 10 minutos a 17760 x g. Em seguida o sobrenadante

foi descartado e 100 uL de tampão PBS (2,6 mM NaH2PO4; 7,4 mM NaHPO4 ;10 mM

Nacl; pH 7,2) foi adicionado. Esse processo foi repetido por mais duas vezes e, então

20uL de PBS foram adicionados. O sistema foi submetido a 100 °C em banho-maria

e em seguida mantido em gelo por 5 minutos. Novo processo de centrifugação a

17760 x g foi realizado e o sobrenadante foi transferido para outro microtubo estéril.

Após o procedimento de extração de DNA realizou-se a dosagem em

nanoespectrofotômetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, EUA). O material foi

mantido a 4 °C até o momento da utilização.

Protocolos de PCR foram testados variando-se as temperaturas de anelamento

e concentrações de DNA de controle positivos de forma que o melhor desempenho

fosse obtido. A padronização ocorreu tendo como volume final de 20 µl. Foram

utilizados 0,4 µL de DNTP mix N9013 (SINAPSE INC; SÃO PAULO, BRASIL) a 2,0

mM,; 1,0 µL dos oligonucleotídeos iniciadores específicos (forward e reverse)

sintetizados pela IDT (INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES; BERKELEY, CA, USA)

a 10,0 µM; 0,25 µL da enzima Taq DNA polimerase PHT (PHONEUTRIA; MINAS

GERAIS, BRASIL) 5 U / µL; 4,0 µL do tampão da enzima GOTaq 5x Buffer M7911

(PROMEGA); 12,35 µL de água milli-Q e 1 µL de amostra. As amplificações ocorreram

no aparelho termociclador APPLIED

CYCLER (APPLIED BIOSYSTEMS, FOSTER CITY, CA). O mix era aquecido por 5

min a 94 °C, e executados 30 ciclos de 1) desnaturação a 94 ºC por 30 segundos; 2)

anelamento a 57 ºC por 30 segundos e 3) extensão a 72ºc por 30 segundos. A

extensão final era feita a 72 °C por 7 minutos.

Após a amplificação de DNA, os produtos da reação de PCR eram analisados

por eletroforese em gel de agarose 2,0% (p/v) em tampão TAE 1X (40 mM Tris-

acetato, 1 mM EDTA). O brometo de etídio foi utilizado como corante e era

acrescentado na solução ainda quente de agarose na proporção de 2,5 µL para cada



60 mL do tampão TAE 1X. A corrida durava cerca de 40 minutos a uma voltagem de

90 a 100 V. Após esse período o gel era levado ao Image Quant LAS 4000 (GE

HEALTHCARE, UPPSALA, SUÉCIA) para fotodocumentação e análise.

Foram realizados testes dos primers desenvolvidos para o presente estudo

utilizando-se temperaturas diversas de anelamento em uma faixa de 50 a 64 °C. Além

disso, utilizou-se concentrações de controle positivo de 0,25 ng; 0,5 ng; 1,0 ng e 2,0

ng de DNA por microtubo. Tais ensaios demonstraram sensibilidade da reação para

detecção de 0,25 ng de DNA, dessa forma, passou-se a adotar essa concentração

como padrão de controle positivo para as reações a serem executadas utilizando-se

as diversas amostras previstas no projeto. A temperatura de anelamento de 57 °C

também foi a que possibilitou melhores resultados nos testes executados.

Os dados de quantificação e qualidade do DNA extraído a partir das amostras

permitiram a realização de testes para determinação das melhores concentrações de

DNA por tipo de amostra. Para a execução destes testes foram utilizadas amostras

de um dos animais utilizados no estudo que apresentava sinais clínicos compatíveis

com a micoplasmose, o animal de número 77 da linhagem Fischer. Para o tecido

pulmonar foram testados 100, 50, 25, 10, 5 e 1 ng de DNA e a concentração de 50 ng

por amostra foi considerada a mais sensível para a execução da reação passando a

ser adotada como padrão para esse tipo de amostra. As amostras de lavado

traqueobrônquico também foram testadas nas concentrações de 35, 20, 10, 5 e 2,5

ng de DNA e a concentração de 35 ng de DNA por amostra foi a que apresentou

melhor desempenho.

Para as amostras de filtro aderido à exaustão de racks ventiladas, bem como

swabs orais e de ducto central de exaustão, adotou-se a utilização de 10 µL de

amostra, uma vez que volumes menores não apresentaram bom desempenho nos

testes anteriores.



3.7 Análise estatística

Os dados obtidos a partir das avaliações de quantificação das amostras de DNA

extraído de pulmão e lavado traqueobrônquico foram analisadas estatisticamente. Foi

utilizado o teste de Shapiro-wilk para verificar a normalidade dos dados. Como não foi

verificada distribuição normal, foi utilizado o teste de Wilcoxon - Mann-Whitney para

comparar os dados de BAL e Tecido Pulmonar e o teste Kruskal-Wallis para verificar

as diferenças obtidas entre as linhagens e estoques testados com cada um dos tipos

de amostra (tecido pulmonar e BAL). O tratamento estatístico foi conduzido com

intervalo de confiança de 95 %, sendo p < 0,05 considerado estatisticamente

significativo. Todas as análises estatísticas foram realizadas no programa R v. 3.5.1

(R Core Team, EUA, 2018).



4.1. Quantificação e qualidade do DNA

Através da padronização dos protocolos de extração testados foi possível o

isolamento de DNA a partir de amostras de tecido pulmonar, BAL e papel filtro aderido

à exaustão de racks ventiladas. Os dados brutos de quantificação e qualidade para

cada uma das amostras tecido pulmonar e BAL podem ser consultados nos apêndices

B e C desse trabalho. As figuras 5 e 6 permitem uma análise desses dois parâmetros

para as amostras em questão.

A análise da figura 5 e apêndices B e C permite observar que as amostras de

BAL, geraram significativamente menor quantidade de DNA que as amostras de

pulmão. Para as amostras de pulmão, não houve diferenças entre a quantidade de

DNA obtido nas diferentes linhagens e estoques, demonstrando maior

homogeneidade. Em contrapartida, dentro do grupo das amostras de BAL, observa-

se uma heterogeneidade entre a quantidade de DNA proveniente de camundongos

daquele obtido a partir de ratos. A primeira espécie animal forneceu quantidade de

DNA significativamente menor que o ácido nucleico extraído da mesma amostra

coletada a partir de ratos.

Figura 5. Quantificação de DNA extraído a partir de amostras de BAL e pulmão expressa em
ng/uL. O asterisco representa diferença significativa entre os grupos pulmão e BAL e # representa
diferença com relação às linhagens BalbC, C57B6 e Swiss nas amostras de BAL.

Com relação a avaliação da qualidade das amostras de DNA, avaliada a partir

das razões 260 nm / 280 nm e 260 nm / 230 nm, as amostras de pulmão foram

bastante homogêneas e dentro da estimativa ideal, assim como as amostras de BAL

de ratos. Já as amostras de BAL de camundongos não geraram bons índices e

apresentaram maior heterogenicidade.



Figura 6. Avaliação da qualidade de DNA extraído de BAL e Pulmão. As razões 260/280 e
260/230 são parâmetros para avaliação da qualidade do DNA obtido a partir das duas amostras.
Os valores ideais para as razões se encontram entre 1,8 e 2,0 para 260/280 e entre 2,0 e 2,2
para 260/230.

A tabela 1 expressa os dados obtidos em Nanodrop para as amostras de papel

filtro aderido à exaustão de racks ventiladas. Como se pode observar, as amostras

geraram pouco DNA e relações 260/280 e 260/230 insatisfatórias.

As amostras de swab oral e de ducto central de exaustão de racks ventiladas

não passaram pela avaliação espectrofotométrica de DNA uma vez que o seu

processo de extração ocorreu em etapa imediatamente anterior à reação de PCR

Tabela 1 - Avaliação da qualidade de DNA em papel filtro aderido à exaustão de racks

ventiladas

Amostra Espécie Linhagem/estoque [ ] DNA ng /µL 260/280nm 260/230nm

AF rato Wistar 0,9 0,93 0,27

BF rato Wistar 1,9 1,04 0,44

CF rato Fischer 5,9 1,57 0,69

DF camundongo Balb/c e C57BL/6J 3,4 1,17 0,34

EF camundongo Swiss 7,1 1,62 0,69



4.2. Detecção de M. pulmonis nas amostras

A tabela 2 mostra os resultados obtidos nas reações de PCR para as

amostras coletadas a partir dos animais. Como pode ser observado, as amostras de

tecido pulmonar foram as que apresentaram mais resultados positivos, em seguida

estão as amostras de BAL e finalmente as amostras de swab oral que revelaram

somente um resultado positivo. Vale ressaltar que as amostras de BAL provenientes

de ratos foram todas positivas enquanto para camundongos observa-se apenas duas

amostras positivas sendo de animais do estoque Swiss.

Tabela 2 Reações positivas na PCR para detecção de Mycoplasma pulmonis em amostras animais

Linhagens/estoque

Tipo de amostra

Swab Oral BAL Pulmão

Balb/c 0/10 0/10 06/10

C57BL/6 0/10 0/10 10/10

Swiss 01/10 02/10 10/10

Fischer 0/10 10/10 09/10

Wistar 0/10 10/10 10/10

TOTAL 01/50 22/50 45/50

A figura 7 corresponde a uma imagem de eletroforese em gel de agarose,

representa os resultados obtidos em uma das reações de PCR. As amostras

observadas correspondem a BAL de ratos Fischer e Wistar.



Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 2%. Produto amplificado com tamanho de 93 pb
provenientes de amostras de lavado traqueobrônquico de ratos. MP: Marcador de peso molecular de
100 pb; CN: controle negativo; CP: controle positivo.

Nenhuma das amostras de origem ambiental apresentou resultado positivo para

as reações de PCR.

4.3. Procedimento Operacional Padrão

Tendo em vista que o tecido pulmonar foi a amostra que apresentou DNA de

melhor qualidade para todas as linhagens/estoques utilizados e demonstrou boa

eficiência na detecção de M. pulmonis, foi elaborado um Procedimento Operacional

Padrão (POP) que descreve desde a coleta da amostra até a foto documentação em

gel de agarose. Dessa forma sugere-se que este POP seja aplicado dentro do PMS

no CCA/UFOP. O documento pode ser consultado no Apêndice D desse trabalho.



A qualidade microbiológica de animais de experimentação pode influenciar de

forma crítica o bem-estar e a validade e reprodutibilidade dos dados experimentais. É

importante que as instalações animais de criação e experimentação estabeleçam

PMS como parte integrante de seu sistema de qualidade. Uma eficiente gestão

sanitária requer bons hábitos de comunicação entre todos os envolvidos no cuidado e

utilização de animais, o resultado do PMS depende de testes de investigação de

saúde bem conduzidos, adequada interpretação dos resultados e ações

subsequentes apropriadas (MÄHLER et al, 2014)

Sabe-se que há diferenças na susceptibilidade ao M. pulmonis e

desenvolvimento de micoplasmose entre as diferentes linhagens de ratos e

camundongos. Animais Balb/c são mais sensíveis que C57BL/6 (CARTNER et al,

1996; BAKER, 1998; MIZE et al, 2018; WAWEGAMA et al, 2018). Entre os ratos, sabe-

se há mais de trinta anos que animais da linhagem Lewis são mais susceptíveis que

animais da linhagem Fischer F344 (DAVIS et al, 1985). Somente dois dos animais

utilizados no presente trabalho manifestavam sinais clínicos de micoplasmose.

Estavam magros, apresentavam hemoporfirina ao redor dos olhos e se

movimentavam de forma circular ao serem erguidos pela cauda. Tratava-se de dois

ratos da linhagem Fischer. As amostras coletadas a partir de um desses animais foram

utilizadas nos testes para determinação e padronização da melhor concentração de

DNA das amostras para a realização da PCR. Não foram encontrados dados que

comparassem a suscetibilidade ao patógeno entre animais Fischer e Wistar. Em

nossos resultados, observou-se o mesmo número de amostras positivas para os dois

animais e, apesar da sintomatologia ter sido observada somente em Fischer, seria

arriscado inferir sobre diferenças de susceptibilidade entre essas linhagens visto que

o número de animais estudados foi pequeno, além disso, a severidade da

micoplasmose pode ser influenciada por fatores ambientais e bacterianos além do

organismo hospedeiro (TEDESCO et al, 2011).

As amostras de pulmão obtidas no presente estudo foram consideradas

satisfatórias nos quesitos quantidade e qualidade do DNA. A extração de DNA de

amostras de BAL de camundongos, por sua vez, não gerou DNA de boa quantidade

e qualidade, apesar da técnica utilizada ter sido semelhante para as duas amostras.

Isso pode indicar contaminação do ácido nucleico por proteínas e/ou resíduos de



reagentes e esse grau de impureza pode comprometer a eficácia da PCR. SCHOEB

e colaboradores (1997), assim como LOGANBILL e colaboradores (2005) utilizaram

amostras semelhantes de camundongos, para detecção de M. pulmonis através da

PCR, mas resultados quanto à qualidade do DNA extraído não foram descritos.

FERREIRA (2005), CEOLA e colaboradores (2016) também utilizaram BAL em seus

estudos ao estudar ratos. Dados quanto à qualidade do DNA extraído também não

foram descritos por estes autores.

CHAWLA e colaboradores (2017) observaram que amostras de tecido pulmonar

apresentaram 8,2ng / µL de DNA enquanto amostras de BAL apresentaram 2,1ng /

µL, estes dados foram obtidos através de análise por espectrofotometria. Apesar da

baixa quantidade de DNA genômico detectada em tecido pulmonar no trabalho de

CHAWLA (2017), percebe-se a mesma tendência que a observada no presente

trabalho, evidenciando a superioridade do tecido pulmonar frente ao BAL no quesito

quantificação do material genético. De fato, esse achado já era esperado, uma vez

que o parênquima pulmonar apresenta maior densidade celular que o BAL,

consequentemente, mais DNA total será extraído a partir dessa amostra. Para as

amostras de BAL de camundongo, a quantidade de DNA foi bem mais baixa, com

exceção em uma amostra de Swiss que gerou 590ng de DNA por microlitro. Em

Fischer houve variação entre 44 e 1300 ng / µL enquanto Wistar variou entre 45 e 700

ng / µL. Para as amostras de pulmão observou-se boa quantificação de DNA para

todos os animais estudados. Houve variação entre 186 (Swiss) e 1970 ng / µL (Wistar).

Mas no geral se mantiveram entre 500 e 1000 ng / µL de DNA. Os resultados aqui

obtidos bem como a análise estatística realizada demonstram que o BAL obtido a

partir de ratos geram amostras de boa qualidade, mas para camundongos, o

desempenho ficou aquém do esperado.

Diversos protocolos de extração de DNA foram testados para as amostras de

swab (oral e de racks), inclusive os métodos adotados para os demais tipos de

amostras como tecido pulmonar e BAL, no entanto, a quantidade de DNA extraído

bem como a qualidade foram insatisfatórias. O mesmo kit comercial utilizado para

extração de DNA de tecido pulmonar, BAL e filtros foi testado diversas vezes com

introdução de modificações que pudessem favorecer a obtenção do ácido nucleico,

mas sem sucesso. Protocolos in house também foram utilizados, tais como o CTAB

(Cetyl trimethylammonium bromide) e técnicas adaptadas a partir de SAMBROOKS



(2001) utilizando-se SDS, acetato de sódio e isopropanol, dentre outros reagentes e

ainda assim não se obteve êxito. Finalmente, optou-se por um método mais simples

que consistia basicamente no aquecimento (rompimento da membrana celular)

seguido por centrifugação das amostras, tal como feito para culturas celulares

contaminadas por micoplasmas (CRISTO & SANTOS, 2009). Tal metodologia

também foi utilizada por GOTO e colaboradores (1994) para detecção de M. pulmonis

em swabs nasal, traqueal e de cavidade oral de ratos.

O papel filtro aderido ao pré-filtro de exaustão das racks também não gerou

amostras de DNA em quantidade e qualidade desejadas. ZORN e colaboradores

(2016) ao executar uma estratégia semelhante, utilizaram como elemento filtrante

para a detecção de Norovírus murino, fragmentos de gaze e do próprio pré-filtro de

exaustão da rack ventilada. Embora os resultados obtidos por meio dessa técnica

tenham sido superiores quando comparados à detecção de anticorpos virais em

animais sentinelas (também descritos no mesmo trabalho) nenhum dado foi

mencionado em relação à qualidade do RNA viral obtido. MILLER e colaboradores

(2016) também utilizaram fragmentos de gaze e pré-filtro de exaustão para detecção

de Pasteurella pneumotropica através da técnica de PCR em tempo real. Mais uma

vez, nada foi mencionado em relação à qualidade do DNA extraído. Estes estudos

publicados em 2016 foram utilizados como referência para comparação com o

presente trabalho apesar de retratarem microrganismos diferentes. Isso ocorreu pois

não foram encontrados na literatura estudos semelhantes que utilizassem o M.

pulmonis como alvo.

O tecido pulmonar de camundongos e ratos se mostrou efetivo para detecção de

M. pulmonis. SANCHEZ e colaboradores (1994) relataram identificação da bactéria

através da técnica de PCR a partir de pulmões, útero e uretra de ratos infectados e

que apresentavam sintomatologia clínica. Os resultados obtidos nessa publicação

para PCR foram comparados à detecção do patógeno através das técnicas de cultivo

e sorologia (ELISA) validando a utilização da técnica. CHAWLA e colaboradores

(2017) também utilizaram tecido pulmonar para detecção de M. pulmonis através da

PCR e compararam os resultados com a avaliação histopatológica do órgão. Ambos

concluíram que a PCR a partir desse tipo de amostra permite a confirmação do

diagnóstico mesmo em estágios iniciais da infecção. O presente trabalho também

logrou êxito na detecção do patógeno ao utilizar esse tipo de amostra. Isso reforça a



importância da escolha do tecido pulmonar como amostra padrão do POP para

Monitoramento Sanitário do micoplasma no CCA/UFOP.

FERREIRA (2005) descreve sucesso ao detectar M. pulmonis em BAL de ratos

Wistar. O trabalho estudou 240 amostras provenientes de 8 biotérios convencionais

da cidade de São Paulo. Dessas amostras 155 (64,58 %) foram positivas para a

bactéria e a infecção foi observada em 100% dos biotérios avaliados. CEOLA e

colaboradores (2016) também obtiveram bons resultados ao testar esse mesmo

material coletado a partir de 20 ratos Wistar. Em nossos resultados, 80 % das

amostras apresentaram positividade para o patógeno (8 em 10 amostras para Fischer

e Wistar). Estes resultados corroboram com aqueles obtidos nesses dois estudos

citados para a espécie Rattus norvegicus.

A baixa qualidade do DNA extraído a partir de amostras de BAL de camundongos

pode ter contribuído para a não detecção de M. pulmonis na PCR. LOGANBILL e

colaboradores (2005) conseguiram detectar a bactéria em lavado nasofaríngeo de

camundongo utilizando uma técnica semelhante ao PCR em Tempo Real (Fluorogenic

nuclease PCR). SCHOEB e colaboradores (1997), descreveram a técnica de Nested

PCR para M. pulmonis como forma de melhorar o desempenho do diagnóstico para a

bactéria, uma vez que a infecção concomitante (e, muito comum) com CAR bacillus

pode inibir a detecção do micoplasma. Segundo o autor, entre as amostras mais

inibidas na reação, está o BAL, mas amostras de traqueia e pulmão também foram

inibidas embora tenham sofrido menor interferência.

Outro fator que deve ser considerado é a dificuldade na coleta de BAL em

camundongos, sobretudo em animais isogênicos que apresentam menor porte. No

presente trabalho houve perda da amostra devido ao rompimento da traqueia durante

a coleta. Além disso, a necessidade de eutanasiar o animal para sua obtenção, reforça

a ideia de que o BAL não apresenta vantagem metodológica sobre o tecido pulmonar.

Consequentemente, entre pulmão e BAL, torna-se pertinente a opção pelo tecido

pulmonar para utilização em uma rotina de monitoramento sanitário.

GOTO e colaboradores (1994) compararam a eficiência da detecção de M.

pulmonis a partir de swabs traqueais, nasais e de cavidade oral de ratos utilizando-se

as técnicas de cultivo e PCR. As duas técnicas apresentaram bom desempenho para

amostras traqueais e nasais, no entanto, a PCR de swab oral se mostrou bem menos



sensível que o cultivo. Em um total de 54 animais, 34 amostras de swab nasal foram

positivos para PCR, enquanto 31 amostras de swab traqueal e 12 amostras de swab

oral foram positivas. Os autores apontam como possível explicação para os resultados

a existência de substâncias inibidoras nas amostras de swab oral. Os resultados do

presente estudo revelaram positividade em apenas uma amostra de swab oral

proveniente de camundongo Swiss. Nesse caso, acredita-se que não se trata de

resultado falso positivo uma vez que o tecido pulmonar e lavado traqueobrônquico

desse mesmo animal também acusaram a presença de material genético do patógeno

pesquisado. No entanto, a obtenção de apenas um resultado positivo em cinquenta

amostras quando comparado aos resultados obtidos para tecido pulmonar e lavado

traqueobrônquico (de ratos), indica que apesar dos esforços em determinar um tipo

de amostra menos invasivo, o swab oral não cumpre os critérios para ser adotado

como escolha. Swabs traqueais e nasais poderiam ser investigados como outras

opções, o que é factível para ratos, mas para camundongos, a coleta a partir de

animais vivos e com o mínimo de invasividade, torna-se desafiadora.

Biotérios que mantém roedores alojados em racks ventiladas, têm maior

dificuldade na detecção de patógenos de baixa prevalência. Uma amostragem que

aborde maior número de animais deveria ser adotada, no entanto isso é inviável do

ponto de vista ético e econômico. Felizmente a utilização de animais sentinelas surge

como uma atraente alternativa nesse contexto. Porém diversos estudos têm

demonstrado que o modelo de sentinelas por exposição à maravalha suja tem sido

ineficiente para a transmissão de alguns agentes patogênicos de roedores, dentre

eles: Sendai vírus (DILLEHAY et al, 1990; COMPTON et al, 2004); Pasteurella

pneumotropica (HENDERSON et al, 2013); CAR bacillus (CUNDIFF et al., 1995) e

, 2004).

Uma estratégia que vem sendo desenvolvida por muitos grupos de pesquisa

para a detecção de microrganismos que não são detectados através do método de

sentinelas expostas à cama suja, é a detecção destes pela técnica de PCR nos

sistemas de exaustão de racks ventiladas. O presente trabalho propôs a detecção de

M. pulmonis no sistema de exaustão das racks, através da utilização de swab de ducto

central e adesão de papel filtro ao pré-filtro de exaustão. A qualidade do DNA obtido

através do swab do ducto central de exaustão e papel filtro aderido ao pré-filtro foi

ruim, indicando possível presença de substâncias contaminantes. Dessa forma



acredita-se que essa tenha sido a razão da impossibilidade/inibição de detecção do

agente através da metodologia aqui apresentada.

Não foram encontrados na literatura publicações que descrevam a utilização

dessa estratégia para os micoplasmas. Agentes como Pasteurella pneumotropica

(BAUER et al, 2016; MILLER et al, 2016), Norovirus murino (ZORN et al., 2016),

Astrovirus murino e Myocoptes musculinus (KÖRNER et al, 2019), Vírus da hepatite

do camundongo, Helicobacter spp., Entamoeba muris e Tritrichomonas muris

(BAUER, et al,2016) dentre outros são detectados através da PCR de partículas

depositadas no sistema de exaustão de racks. Todos os trabalhos consultados

utilizaram fragmentos de gaze que permaneceram aderidos ao pré-filtro de exaustão

por cerca de três semanas. Dois destes trabalhos utilizaram além da gaze, fragmentos

do próprio pré-filtro de exaustão.

Em todos os trabalhos aqui mencionados a amostragem da rack proporcionou

melhores resultados de detecção de patógenos quando comparado à utilização de

sentinelas. De forma complementar ao que foi executado no presente estudo, seria

interessante a utilização de outro elemento filtrante como a gaze em lugar do papel

filtro bem como a coleta de swab de pontos adicionais da rack ventilada para a

detecção de M. pulmonis. O aperfeiçoamento das técnicas de detecção a partir de

elementos ambientais deve ser constante para que se possa, de maneira confiável,

reduzir ou mesmo substituir a utilização de animais para fins de monitoramento

sanitário. Dessa forma, além da satisfação de preceitos éticos, torna-se mais viável o

transporte desse tipo de amostras a longas distâncias e cria-se a possibilidade de

atendimento de outros biotérios parceiros.



O presente estudo permitiu a padronização de protocolo para diagnóstico de

Mycoplasma pulmonis através da técnica de PCR. Além disso foi possível padronizar

métodos de coleta de amostras, extração de DNA e a própria reação de PCR

considerando as particularidades de cada espécime. A comparação entre os

resultados obtidos entre os diferentes tipos de amostras permitiu a elaboração de um

POP para detecção do M. pulmonis a partir de amostras de tecido pulmonar de

roedores e este documento permitirá a execução do monitoramento sanitário para

essa bactéria no CCA.

Além da implantação do POP na rotina de monitoramento sanitário recomenda-

se também:

Realização de diagnóstico de animais sintomáticos através de PCR a partir de

amostras de pulmões.

Utilização de pulmões provenientes de sentinelas que já são utilizadas para

monitoramento parasitológico periódico para diagnóstico de Mycoplama pulmonis.

Alerta à comunidade científica local sobre a presença do microrganismo nas

colônias e a necessidade de considerá-lo na interpretação de resultados

experimentais.

Finalmente, esforços deverão ser envidados no sentido de controlar/eliminar o

agente das instalações animais.



Realização de sequenciamento genético dos amplicons para validação da

técnica de PCR padronizada neste estudo;

Implantação do POP elaborado;

Autonomia do CCA na realização de seu monitoramento sanitário periódico com

possibilidade de atendimentos a demandas de outros biotérios;

Desenvolvimento de testes multiplex para detecção de mais agentes em uma

única reação de PCR;

Aperfeiçoamento da técnica para detecção de M. pulmonis em amostras não

invasivas (swab oral) e ambientais;

Ampliação de painel molecular para diagnóstico de patógenos que acometem

roedores.
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APÊNDICE A INFORMAÇÕES SOBRE OS ANIMAIS UTILIZADOS (continua)

Animal Identifica ção Motivo do descarte Altera ção clínica Sexo Idade (semanas )

Balb/c 1 Problemas reprodutivos não F 20

Balb/c 2 Matriz em idade avançada não F 32

Balb/c 3 Matriz em idade avançada não F 28

Balb/c 4 Matriz em idade avançada não F 41

Balb/c 5 Matriz em idade avançada não F 41

Balb/c 6 Problemas reprodutivos não F 22

Balb/c 7 Problemas reprodutivos não F 22

Balb/c 8 Matriz em idade avançada não F 28

Balb/c 9 Matriz em idade avançada não F 28

Balb/c 10 Matriz em idade avançada não M 60

Balb/c 11 Matriz em idade avançada não M 60

Balb/c 12 Matriz em idade avançada não M 60

C57BL/6 13 Matriz em idade avançada não M 40

C57BL/6 14 Matriz em idade avançada não M 40

C57BL/6 15 Matriz em idade avançada não M 40

Swiss 16 Matriz em idade avançada não M 38

Swiss 17 Matriz em idade avançada não M 38

Swiss 18 Matriz em idade avançada não M 38

C57BL/6 19 Matriz em idade avançada não F 39

C57BL/6 20 Matriz em idade avançada não F 39

C57BL/6 21 Matriz em idade avançada não F 39

C57BL/6 22 Matriz em idade avançada não F 39

Swiss 23 Matriz em idade avançada não M 37

Swiss 24 Matriz em idade avançada não M 37

Swiss 25 Matriz em idade avançada não M 37

Swiss 26 Matriz em idade avançada não F 39

Swiss 27 Matriz em idade avançada não M 37

Wistar 28 Matriz em idade avançada não M 28

Wistar 29 Problemas reprodutivos não M 20

Wistar 30 Matriz em idade avançada não F 28

Balb/c 31 Alteração clínica
pelos
arrepiados M 18

C57BL/6 32 Matriz em idade avançada não M 32

C57BL/6 33 Matriz em idade avançada não F 32

Balb/c 34 Matriz em idade avançada não M 34

C57BL/6 35 Matriz em idade avançada não M 35

Balb/c 36 Matriz em idade avançada não M 35

Balb/c 37 Matriz em idade avançada não M 34

Balb/c 38 Matriz em idade avançada não M 36

Fischer 39
Animal não utilizado
(reprodutor) não M 12

Wistar 40 Matriz em idade avançada não M 60



Wistar 41 Morte de companheiro de caixa não M 28

Wistar 42 Morte de companheiro de caixa não F 12

Fischer 43 Matriz em idade avançada não M 28

Fischer 44 Matriz em idade avançada não F 28

Swiss 45 Matriz em idade avançada não M 30

C57BL/6 46 Matriz em idade avançada não M 30

C57BL/6 47 Matriz em idade avançada não F 31

Balb/c 48 Movimentos estereotipados estereotipias F 11

Balb/c 49 Matriz em idade avançada não M 29

Swiss 50 Matriz em idade avançada não F 30

Swiss 51 Matriz em idade avançada não F 30

Swiss 52 Matriz em idade avançada não M 28

Swiss 53 Matriz em idade avançada não M 29

Swiss 54 Matriz em idade avançada não M 30

Swiss 55 Matriz em idade avançada não M 29

Swiss 56 Matriz em idade avançada não M 29

Swiss 57 Matriz em idade avançada não M 28

Swiss 58 Matriz em idade avançada não M 29

Swiss 59 Feridas no dorso (briga) feridas F 13

Swiss 60 Matriz em idade avançada não M 28

Wistar 61 Matriz em idade avançada não M 60

Wistar 62 Matriz em idade avançada não F 60

Wistar 63 Problemas reprodutivos não M 20

Wistar 64 Problemas reprodutivos não F 24

Fischer 65 Otite (suspeita micoplasmose) otite F 32

Fischer 66 Morte de companheiro de caixa não M 32

Wistar 67 Matriz em idade avançada não M 32

Fischer 68 Matriz em idade avançada não M 28

Wistar 69 Matriz em idade avançada não M 36

Fischer 70
Companheiro de animal 65
(otite) não M 32

Wistar 71 Matriz em idade avançada não M 30

Fischer 72 Morte de companheiro de caixa não M 32

Fischer 73 Matriz em idade avançada não F 32

Fischer 74 Morte de companheiro de caixa não M 24

Wistar 75 Matriz em idade avançada não F 36

Fischer 76
Companheiro de animal 77
(otite) não M 40

Fischer 77 Otite (suspeita micoplasmose) otite F 36

Wistar 78 Matriz em idade avançada não F 44

Wistar 79 Matriz em idade avançada não F 44

Wistar 80 Matriz em idade avançada não F 40

Fischer 81 Matriz em idade avançada não F 40

Wistar 82 Matriz em idade avançada não F 40

C57BL/6 83 Matriz em idade avançada não M 37

C57BL/6 84 Matriz em idade avançada não F 54

C57BL/6 85 Matriz em idade avançada não F 44



Wistar 86 Matriz em idade avançada não F 28

Wistar 87 Matriz em idade avançada não F 28

C57BL/6 88 Matriz em idade avançada não F 33

C57BL/6 89 Matriz em idade avançada não F 33

C57BL/6 90 Matriz em idade avançada não F 35

C57BL/6 91 Matriz em idade avançada não F 35

C57BL/6 92 Matriz em idade avançada não F 36

Fischer 93 Matriz em idade avançada não F 30

Fischer 94 Matriz em idade avançada não F 30



APÊNDICE B AVALIAÇÃO DA QUALIDADE DO DNA DE PULMÃO

(continua )

Amostra Espécie Linhagem/estoque
[ ] DNA
ng/µL 260/280nm 260/230nm

2P camundongo Balb/c 770,2 1,79 2,05

3P camundongo Balb/c 932,4 1,84 2,37

4P camundongo Balb/c 1017,1 1,85 2,33

5P camundongo Balb/c 1049,4 1,81 2,08

6P camundongo Balb/c 762,7 1,8 2,02

7P camundongo Balb/c 636,4 1,83 2,14

8P camundongo Balb/c 678,4 1,82 2,14

9P camundongo Balb/c 1134,5 1,74 1,87

38P camundongo Balb/c 1186,5 1,88 2,2

49P camundongo Balb/c 669 1,84 1,97

14P camundongo C57BL/6J 821,8 1,86 2,21

15P camundongo C57BL/6J 850,4 1,85 2,26

19P camundongo C57BL/6J 641,6 1,82 1,96

21P camundongo C57BL/6J 538,8 1,85 2,11

22P camundongo C57BL/6J 864 1,84 2,27

32P camundongo C57BL/6J 825,7 1,86 2,29

33P camundongo C57BL/6J 1285,1 1,84 2,21

46P camundongo C57BL/6J 824,1 1,83 2,22

47P camundongo C57BL/6J 848,1 1,82 2,05

84P camundongo C57BL/6J 1318,5 1,74 1,31

16P camundongo Swiss 525,9 1,86 2,11

17P camundongo Swiss 920 1,84 2,28

18P camundongo Swiss 677,9 1,82 2,12

23P camundongo Swiss 680,4 1,82 2,11

25P camundongo Swiss 1447,3 1,83 2,16

26P camundongo Swiss 186,4 1,86 2,26

27P camundongo Swiss 682,9 1,81 1,96

45P camundongo Swiss 818,2 1,84 2,02

51P camundongo Swiss 484,7 1,88 2,09

53P camundongo Swiss 460 1,84 1,73

43P rato Fischer 933,2 1,85 2,36

44P rato Fischer 694,9 1,82 2,1

66P rato Fischer 565 1,85 2,13



68P rato Fischer 633,2 1,84 2,15

70P rato Fischer 431 1,83 1,94

72P rato Fischer 1216,7 1,84 2,33

73P rato Fischer 691,2 1,82 2,14

74P rato Fischer 877,4 1,85 2,32

76P rato Fischer 882,1 1,86 2,23

77P rato Fischer 841,1 1,85 2,24

29P rato Wistar 1976,5 1,86 2,27

30P rato Wistar 592,1 1,87 2,21

40P rato Wistar 841,7 1,86 2,3

41P rato Wistar 492,1 1,78 1,59

42P rato Wistar 639,7 1,83 2,09

61P rato Wistar 648,4 1,83 2,07

62P rato Wistar 798,3 1,84 2,21

63P rato Wistar 635,8 1,88 2,15

64P rato Wistar 771,1 1,85 2,16

67P rato Wistar 803,1 1,86 2,13



APÊNDICE C AVALIAÇÃO DA QUALIDADE DE DNA DE BAL

(continua )

Amostra Espécie Linhagem/estoque [ ] DNA ng/µL 260/280nm 260/230nm

2L camundongo Balb/c 0,5 0,3 0,43

3L camundongo Balb/c 15,8 1,47 1,59

5L camundongo Balb/c -0,3 -0,19 -0,11

6L camundongo Balb/c -0,1 -0,19 -0,1

7L camundongo Balb/c 0,3 0,53 0,08

8L camundongo Balb/c 0,2 0,52 0,1

9L camundongo Balb/c 3,7 1,57 0,68

12L camundongo Balb/c -1,2 3,88 -1,02

37L camundongo Balb/c 0,9 0,55 0,32

49L camundongo Balb/c -0,2 -0,21 -0,2

19L camundongo C57BL/6J 2,4 0,71 0,71

21L camundongo C57BL/6J 4,9 1,16 1,47

33L camundongo C57BL/6J 0,1 0,37 0,04

84L camundongo C57BL/6J 1,9 0,8 0,23

85L camundongo C57BL/6J 0,9 0,83 0,3

88L camundongo C57BL/6J 9,1 1,97 1,22

89L camundongo C57BL/6J 0,3 0,83 0,06

90L camundongo C57BL/6J -1,3 5,56 -1,4

91L camundongo C57BL/6J 0,6 0,43 0,37

94L camundongo C57BL/6J -1,7 7,38 4,47

16L camundongo Swiss 0,2 0,12 0,13

17L camundongo Swiss 0,4 0,2 0,8

18L camundongo Swiss 1,9 0,72 0,88

23L camundongo Swiss 1,2 0,86 0,35

25L camundongo Swiss 4,5 0,98 1,28

26L camundongo Swiss 1,1 0,89 0,27

45L camundongo Swiss 590,3 1,83 2,3

51L camundongo Swiss 1,1 0,78 0,2

53L camundongo Swiss -0,1 -0,05 -0,05

58L camundongo Swiss 0,3 0,4 0,13

43L rato Fischer 44 1,69 1,8

44L rato Fischer 227,9 1,79 2,1

66L rato Fischer 105,3 1,87 2,23

70L rato Fischer 1389,7 1,85 2,2

72L rato Fischer 76,9 1,8 2,07

73L rato Fischer 59,7 1,9 2,16

74L rato Fischer 318,9 1,86 2,13

76L rato Fischer 139,2 1,88
(conclusão)



2,15

77L rato Fischer 79,3 1,85 2,17

81L rato Fischer 1253,2 1,83 1,99

29L rato Wistar 77,5 1,81 2,14

61L rato Wistar 161,6 1,79 2,05

62L rato Wistar 90,2 1,75 2,1

63L rato Wistar 163,4 1,86 2,14

64L rato Wistar 68,5 1,87 2,1

67L rato Wistar 385,4 1,84 2,11

69L rato Wistar 114 1,84 2,05

78L rato Wistar 59,4 1,85 2,13

79L rato Wistar 712,7 1,82 2,05

87L rato Wistar 45,4 1,87 2,1








































