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RESUMO

MITRE, Patricia Andrade Guimardes. Padronizacdo de Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) para Deteccdo de Mycoplasma pulmonis como Parte do
Programa de Monitoramento Sanitario do Centro de Ciéncia An imal da UFOP Rio
de Janeiro, 2021. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Formacao para a Pesquisa
Biomédica) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Introdugdo : A caracterizacdo do estado sanitario dos animais de laboratorio permite
conhecer as particularidades do modelo bioldgico utilizado e compor base de dados
para auxiliar no desenho e interpretacdo experimental dos pesquisadores além de
subsidiar a elabora¢do do Programa de Monitoramento Sanitério (PMS) de biotérios.
Entre os agentes microbiolégicos que acometem o0 sistema respiratorio de
camundongos e ratos encontra-se o Mycoplasma pulmonis, bactéria muito prevalente
em biotérios convencionais. As infeccfes sdo subclinicas na maioria dos casos e a
interferéncia nas pesquisas é bastante documentada na literatura. Objetivo:

Padronizar a detec¢cdo de M. pulmonis em colonias de ratos e camundongos criados
e mantidos no Centro de Ciéncia Animal da UFOP como parte de seu PMS e produzir
um Procedimento Operacional Padrao (POP). Métodos: Foram obtidas amostras de
animais (swab oral, lavado traqueobrénquico - BAL e tecido pulmonar) e amostras
ambientais dos racks onde os animais eram mantidos (swab do ducto central de
exaustao e papel filtro aderido ao filtro de exaustdo). Foram coletadas amostras de 10
animais de cada col6nia mantida no biotério (camundongos Balb/C, C57BL/6 e Swiss
e ratos Fischer e Wistar) e amostra de filtro e swab de exaustdo de cada um dos 5
racks presentes no biotério. O DNA foi extraido das amostras através da utilizacéo de
kits comerciais ou técnicas in house. O par de primers foi desenhado a partir da
sequéncia génica que codifica para a unidade 16S rRNA da bactéria. Aliquotas de
cultivo de M. pulmonis foram doadas pelo CEMIB/UNICAMP e utilizadas como
controle positivo apds extracdo de DNA pelo método da fervura (FAN et al, 1995) Os
testes de PCR foram padronizados para um volume final de 20uL. As temperaturas
de desnaturacado, de anelamento e de extensao foram respectivamente 94°C, 57°C e
72°C e o termociclador foi programado para 30 ciclos. Resultados : O DNA extraido 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. Concluséo : O presente
trabalho permitiu a padronizacdo da PCR e constru¢cdo de um POP para deteccéo de
M. pulmonis a partir de amostras de tecido pulmonar, espécime mais sensivel para
deteccado do patdgeno, garantindo o menor nimero de falso-negativos. O documento
gerado permitira a implantacdo do monitoramento periédico das colonias de roedores
do CCA como parte de seu PMS.

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



ABSTRACT

MITRE, Patricia Andrade Guimardes. Padronizacdo de Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) para Deteccdo de Mycoplasma pulmonis como Parte do
Programa de Monitoramento Sanitario do Centro de Ciéncia An imal da UFOP Rio
de Janeiro, 2021. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Formacao para a Pesquisa
Biomédica) — Instituto de Biofisica 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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1. INTRODUGAO

Ao longo do desenvolvimento da Ciéncia de Animais de Laboratorio, observa-se
progressiva melhoria das condi¢cdes de criagdo e manutencado de roedores para a
pesquisa cientifica. Entre os anos de 1880 e 1950, os roedores comecaram a ser
utilizados, de fato, na pesquisa. Entretanto, esses animais possuiam patdgenos
associados & sua microbiota natural. A medida em que foram introduzidas melhorias
nos aspectos de sanidade, nutricdo e controle ambiental, dentre outros, observou-se
reducdo na prevaléncia destes patégenos (WEISBROTH, 1996; BAKER, 1998).

Entre os anos de 1960 e 1985, técnicas como a rederivacdo cesariana foram
introduzidas na Ciéncia de Animais de Laboratério de forma que diversos
microrganismos que poderiam ser transmitidos de forma vertical (aleitamento) ou
horizontal foram eliminados tornando as col6nias de roedores mais refinadas do ponto
de vista microbiologico (WEISBROTH, 1996; BAKER, 1998).

Ocorreu ainda um terceiro periodo, entre os anos de 1980 e 1996, no qual
observou-se expressivo avango na qualidade sanitéria dos roedores de laboratério,
viabilizado pela introducéo de testes sorolégicos dos animais como rotina, em alguns
biotérios, acompanhados pela aplicacdo das técnicas de rederivacdo cesariana. Isso
possibilitou a reducédo na prevaléncia de patdogenos e até mesmo a erradicacdo de
virus murinos nos locais onde tais inovag¢des foram implementadas. Melhorias das
condi¢cdes de manejo foram continuamente empregadas e, ao longo de décadas,
torna-se perceptivel a crescente melhoria da qualidade sanitaria dos animais
empregados na pesquisa biomédica (WEISBROTH, 1996; BAKER, 1998).
Certamente, houve um aumento exponencial na consciéncia dos efeitos variados e
geralmente indesejaveis de patdgenos naturais em animais de laboratério e foram
envidados esforcos cada vez maiores para exclui-los (BAKER,1998).

Toda essa evolugcdo observada ao longo das décadas na qualidade sanitaria
permite, hoje, dividir os roedores de laboratdrio em trés categorias: gnotobidticos, que
possuem microbiota associada conhecida (podendo até mesmo ser inexistente);
Livres de Patdgenos Especificos (SPF) que sdo animais livres de microrganismos que
poderiam ocasionar doencgas, zoonoses ou interferir na pesquisa e finalmente os
animais convencionais, estes Ultimos possuem microbiota desconhecida por serem
mantidos em ambiente desprovido de barreiras sanitarias rigorosas (COUTO, 2002).

E melhor prevenir a introduc&o de patégenos do que considerar sua presenca quando
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da interpretacdo de resultados experimentais. Neste ponto, é apropriado mencionar
outra razao valida para prevenir a entrada de patégenos em um biotério: em alguns
casos, as drogas utilizadas para combater os patégenos podem alterar a fisiologia do
hospedeiro e interferir com os experimentos em andamento (BAKER,1998).

A caracterizacdo do estado sanitario dos animais de laboratério permite
conhecer as particularidades do modelo bioldgico utilizado e compor base de dados
para auxiliar no desenho e na interpretacao experimental dos pesquisadores, uma vez
gue patdgenos ndo detectados podem acarretar uma outra variavel ao estudo
(BAKER,1998; PAIVA, 2015). Por essa razéo, € importante que biotérios de criacdo e
experimentacdo estabelecam um Programa de Monitoramento Sanitario (PMS) como
parte integrada do sistema de qualidade (MAHLER et al, 2014).

O Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto
(UFOP) localiza-se no Campus Universitario Morro do Cruzeiro, na cidade de Ouro
Preto/MG, sendo constituido pelo prédio central que abriga a criacdo de roedores em
sistema convencional, salas de manutencao de roedores em experimentacao, salas
para procedimentos experimentais, area de apoio e administrativa. Em construcfes
anexas encontra-se 0s canis de criacdo e experimentacdo e o Laboratorio de Técnica
Operatoéria 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
sirios dourados e cdes sem raca definida. Neste contexto, 0 CCA/UFOP da suporte a
25 laboratérios de pesquisa com o fornecimento e a manutencdo de animais de
laboratério, mantendo em sua estrutura ambientes apropriados para a realizacao de
experimentos com esses animais.

O diagndstico adequado é o primeiro passo para a determinagdo de eficientes
medidas de combate as infecgdes. Atualmente, no Brasil, poucos laboratorios fazem
exames especificos para agentes microbioldégicos que acometem roedores. Estes
laboratérios, que em sua maioria estédo ligados a grandes biotérios nacionais, foram
criados inicialmente para atendimento de demandas internas. Porém, devido ao
interesse externo crescente para a realizacdo deste tipo de servico, tém abarcado
estas demandas suplementares, sem, contudo, supri-las integralmente. Sao
laboratérios localizados fora do Estado de Minas Gerais, agregando um 0Onus de
logistica consideravel ao envio de animais e amostras. Portanto, torna-se necessario

a criacao de alternativas para a resolugao dessa demanda. Nesse sentido, justifica-se
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a implantacao de testes de diagndstico para o monitoramento da col6nia de roedores
do CCA com possibilidade futura de atendimento a outros biotérios do Estado.

A escolha do agente Mycoplasma pulmonis se deve ao fato de que essas
bactérias sdo comumente encontradas em biotérios de criacdo e experimentacao
espalhados pelo Brasil (BARRETO et al, 2002; FERREIRA, 2005; CEOLA et al, 2016)
e pelo mundo (HAYASHIMOTO, 2013; PRITCHETT-CORNING, 2009) constituindo-se
em grande desafio a condugdo de procedimentos experimentais, devendo ser
investigadas periodicamente de acordo com as recomendagbes da FELASA
(MAHLER et al, 2014).

O M. pulmonis afeta comumente o trato respiratério de roedores, no entanto, a
infeccao do trato reprodutor também é observada em alguns animais. Nas fémeas
pode ocorrer endometrite e periooforite, levando a diminuigao da fertilidade (CHAWLA,
et al, 2017). Esse patégeno pode causar uma significativa morbidade e mortalidade
sobretudo em animais destinados a experimentos crénicos, mesmo naqueles em que
ocorre infecgbes subclinicas, pode haver um recrudescimento gerado pelo estresse
decorrente de manipulagéo. Além dos efeitos patogénicos diretos, sua presencga pode
interferir na analise dos dados experimentais (SIMEKA et al, 1992). Estes
microrganismos podem alterar a fungéo ciliar, a cinética celular, a inflamagao
neurogénica, a ativagao das células Natural Killer, a resposta imune local e sistémica
com indug¢do da producao de varias interleucinas levando a alteragdes no perfil de
resposta a imunizagbes, medicamentos e terapias e a indugdo de patologias
experimentais (KAMIYAMA et al, 1991; MCDONALD et al, 1991; SIMEKA et al, 1992;
STEFFEN, et al, 1992; SWING et al, 1995; NORLANDER et al, 1997; LAMBERT et al,
1998; TEDESCO et al, 2011; SILVA, 2015). A bactéria ja foi detectada em técnicos
responsaveis por colénias infectadas, mas ndo foi documentada a ocorréncia de
sintomatologia em humanos causada por esse patogeno (FERREIRA, 2005;
PIASECKI, 2017).

1.1 Interferéncia de microrganismos em resultados de pesqu isa

A maioria das infec¢cdes em animais de laboratorio ndo desencadeiam sinais
clinicos. Infeccbes latentes ou inaparentes podem, entretanto, afetar

substancialmente a experimentacdo animal. Ha casos em que infec¢des silenciosas
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na col6nia de criacdo podem ser evidenciadas quando os animais se encontram sob
procedimentos experimentais em virtude de estresse, imunossupressao, acao de
substancias toxicas e de tumores. Influéncias ambientais como transporte ou
temperatura e umidade, fora dos limites recomentados, também podem contribuir para
0 surgimento de sinais clinicos evidentes. Frequentemente, certas linhagens ou
estoques de uma determinada espécie animal sdo mais sensiveis a uma infec¢ao que
outros. Dessa forma, um mesmo agente patogénico pode induzir o aparecimento de
sintomas mais discretos em determinadas linhagens, mais evidentes em algumas e
até mesmo assintométicos em outras. Sinais clinicos costumam ser mais graves em
animais imunodeficientes (NICKLAS et al, 1999).

Ha numerosos exemplos na literatura sobre a influéncia de microrganismos,
independente da manifestacdo de sinais clinicos, na fisiologia dos animais de
laboratério. Eles alteram parametros como resposta do sistema imune,
comportamento, taxa de crescimento, reproducéo, entre outros. Essas alteragbes
confundem os resultados experimentais e sdo perniciosas, ja que podem permanecer
indetectaveis. Também aumentam a variabilidade entre os individuos nos estudos
gerando a necessidade de um numero maior de animais por experimento para a
obtencao de resultados significativos. (NICKLAS et al, 1999; CLIFFORD et al, 2014;
MAHLER et al, 2014).

Observa-se na atualidade, mundialmente, uma crise na reprodutibilidade de
experimentos na qual a interferéncia de microrganismos infecciosos tem importante
participacdo. Nesse contexto, o uso de animais de laboratério isentos de
microrganismos indesejados é um pré-requisito necessario para alcancar resultados
confiaveis e reprodutiveis com um minimo de animais e dessa maneira contribui-se
para o bem-estar animal (NICKLAS et al, 1999).

Mais recentemente, discute-se até mesmo sobre a composi¢cdo da microbiota
dos animais de laboratorio. Alteracdes dessa populacédo microbiana podem ter efeitos
significativos nos modelos animais e seus fendtipos expressos, adicionando uma
varidvel complexa e importante em pesquisas béasicas e estudos pré-clinicos como
fator capaz de alterar a reprodutibilidade experimental. Muitos fatores ambientais
podem ocasionar alteracdes na composicao dessa microbiota. Entre 0s mais comuns
pode-se citar o tipo de alojamento, forracdo das gaiolas, frequéncia de trocas, dietas

e método de tratamento (autoclavacao ou irradiacdo), fonte e processamento da agua
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de bebida e utilizacdo de antibidticos em procedimentos experimentais (SERVICK,
2016; FRANKLIN & ERICSSON, 2017).

1.2 Patégenos que acometem o trato respiratorio

Quando temos em mente os agentes microbiolégicos que acometem o trato
respiratorio de animais de laboratorio, devemos analisar também as condigcbes
ambientais nas quais 0s animais se encontram uma vez que estas podem determinar
aumento da transmissibilidade dos patdégenos e ainda exacerbar manifestagdes
clinicas provocadas por eles. Fatores como temperatura, umidade e ventilagido
interferem diretamente na modulacédo das enfermidades respiratorias e dinamica dos
patégenos envolvidos.

Quanto ao parametro temperatura, HARKNESS e colaboradores (2010)
recomendam uma faixa entre 26 e 28°C, enquanto MAJEROVICZ (2008) recomenda
221+2°C e o NATIONAL RESEARCH COUNCIL (2014) aponta margem entre 20 e 26°C
como ideal para ratos, camundongos, hamsters e cobaias. De forma semelhante, a
Resolu¢cado Normativa n° 15 do CONCEA também recomenda que as temperaturas de
bulbo seco no macroambiente se concentrem entre 20 e 26°C para camundongos,
ratos, hamsters e cobaias. Reitera ainda que se devem evitar flutuacdes diarias para
que nao haja maior demanda nos processos metabdlicos e comportamentais dos
animais. (BRASIL, 2013).

A maioria dos animais tolera bem a faixa entre 40 e 60% de umidade relativa do
ar, comecgando a ter problemas quando esta chega a 30% ou quando € superior a 70%
(BRASIL, 2013). Temperatura e umidade devem ser monitoradas de forma cuidadosa.
Extremos ao recomendado e variagdes abruptas podem causar estresse e contribuir
significativamente para a susceptibilidade as doengas (KLING, 2011).

A ventilagao é outro fator importante, uma vez que, ambientes com circulagao de
ar deficiente podem contribuir para a ocorréncia de niveis téxicos de aménia e didxido
de carbono. O gas de aménia reduz a capacidade de resisténcia as doengas do
sistema respiratério. Os efeitos inibitérios as atividades ciliares e metaplasicas podem
transformar uma infecgdo respiratéria inbcua em uma broncopneumonia. Ha
controvérsias sobre a concentragdo minima nociva de aménia, mas sabe-se que

concentragbes tdo baixas quanto 25ppm podem aumentar a gravidade de lesbes
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causadas por Mycoplasma (BRODERSON, 1976; KING & RUSSELL, 2005; BOOTH
et al, 2014).

Ha outros fatores que também interferem com a qualidade do ar como poeira,
material particulado, esporos fungicos, vapores de desinfetantes e poluentes
ambientais. Ainda, fatores estressantes como transportes a longas distancias,
doengas concorrentes, contengdo para exames fisicos ou procedimentos de
diagndstico, alteragdes no ritmo circadiano, interferéncias na intensidade e ciclo de
luz, atividades gerais na sala de alojamento, superpopulagéo e ruidos excessivos
podem exacerbar sintomas, tornar aparentes infec¢gées outrora consideradas como
subclinicas e até mesmo alterar a microbiota presente no pulmao (KLING, 2011; LI et
al, 2017)

A manifestagéo de sinais clinicos depende do local e da forma em que o sistema
respiratério € afetado e da gravidade de expressao da doencga. Contudo, muitas
infeccbes respiratérias sdo subclinicas e sinais podem estar ausentes ou animais
podem ser encontrados mortos sem sintomatologia previamente detectada. Somente
sintomas nado definem diagndstico, mas, quando analisados conjuntamente ao
histérico ou anamnese podem fornecer importantes indicios. Sintomas comuns em
doengas respiratérias incluem descargas nasais e oculares, espirros, ruidos
respiratorios, dispneia, cianose e inclinagdo da cabega ou outro envolvimento
vestibular. Sintomas gerais também costumam estar presentes tais como diminuigéo
do apetite, anorexia, letargia, postura encurvada, pelos arrepiados e desidratagao.
Sinais respiratérios também podem ocorrer secundariamente a outras doencas
sistémicas ou cardiacas (KLING, 2011; BURKHOLDER, 2012).

Muitas doencgas respiratérias sdo multifatoriais e necessitam de uma
investigacéo bastante apurada. A situagao deve ser avaliada considerando os riscos
para outros roedores alojados no mesmo ambiente quando tratamos de doengas
infecciosas e contagiosas. Consideragbes especiais devem ser feitas em relagédo a
microrganismos carreados por bioteristas e pesquisadores como por exemplo
Streptoccoccus spp. e Klebsiella spp. que comumente colonizam humanos e podem
acometer os roedores. Para criagbes comerciais ou de pesquisa, frequentemente sao
indicados vazio sanitario do biotério acompanhado de sanitizag&o rigorosa antes de
introduzir novos animais ou procedimentos de rederivagao cesariana ou transferéncia
de embrides (NRC, 1991; KLING, 2011)
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Entre os agentes microbiolégicos que acometem o sistema respiratério de
camundongos e ratos encontram-se a bactérias Bordetella bronchiseptica, CAR
bacillus, Corynebacterium kutscheri, Klebsiella pneumoniae, Mycoplasma pulmonis,
Pasteurella pneumotropica, Proteus mirabilis, Streptobacillus moniliformis e
Streptococcus pneumoniae), fungos (Pneumocystis murina) e virus (Coronavirus do
rato ou virus da sialodocriadenite, Hantavirus, Kilham rat virus, Norovirus, Sendai virus
e Virus da pneumonia do camundongo) (LANGAN et al, 2000; SCHOEB, 2000;
MAHLER et al., 2014).

1.2.1 Mycoplasma pulmonis

A Classe dos Mollicutes abrange bem mais de 100 espécies de micoplasmas
associados a plantas, vertebrados e insetos. Como regra geral sao espécie-
especificos. Entre os micoplasmas que acometem ratos e camundongos estéo:
Mycoplasma neurolyticum, Mycoplasma collis, Mycoplasma muris, Mycoplasma
arthritidis e Mycoplasma pulmonis, sendo essa ultima a mais prevalente entre estes
animais (MASOUMALINEJAD et al, 2018)

Mycoplasma pulmonis € uma bactéria desprovida de parede celular que afeta
ratos e camundongos. Sua transmissao ocorre por contato direto, aerossol e via
transplacentaria (CHARLES RIVER, 2009). Os micoplasmas s&o 0s menores € mais
simples procariotos capazes de autorreplicar-se, com informacdes fornecidas por um
genoma entre 0,5 e 2,0 Mp (RAZIN, 1998; CITII et al, 2018).

Nao possuem flagelos, mas algumas espécies encontradas em mamiferos
deslizam sobre superficies liquidas ou realizam contragao celular. M. pulmonis, entre
outras espécies, apresentam prolongamento polar, concentrando proteinas
interdependentes e conferindo adesao as células do hospedeiro. A aquisicdo de
nutrientes é feita através de contato direto com a superficie celular, entretanto,
substéancias lipidicas, colesterol e precursores de acidos nucleicos nao sao
prontamente difundidos, deste modo, o micoplasma precisa manter uma intima
associacdo com a membrana celular a fim de absorvé-los. Podem ser classificados
entdo como parasitas de membranas, praticando ainda um parasitismo considerado
ideal no qual vivem em harmonia com o hospedeiro, sem mata-lo, causando

geralmente infecgdes crénicas de dificil erradicacao (RAZIN, 1998).
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Infecgbes por micoplasmas podem induzir a uma variedade de problemas em
organismos vivos e culturas de células in vitro. Infecgdes naturais por micoplasmas
frequentemente sao subclinicas e o microrganismo tem sido isolado dos tratos
respiratério e urogenital de ratos e camundongos (SUNG et al, 2006; CEOLA et al,
2016). A micoplasmose respiratoria murina, causada por este microrganismo, tem sua
severidade influenciada por uma variedade de fatores inerentes ao ambiente,
hospedeiro e microrganismo (TEDESCO et al,2011). Quando presentes, os sinais
clinicos sdo manifestos em infecgdes crénicas, podendo estar associados a outros
agentes como CAR bacillus ou Sendai virus. Dispneia, perda de peso, postura
encurvada, letargia, ruidos respiratérios, movimentos circulares quando erguidos pela
cauda, otite média e, nos ratos, acumulo de hemoporfirina ao redor de olhos e focinhos
séo sintomas reportados na literatura (BAKER, 1998; FERREIRA, 2005). A bactéria
pode ser transmitida de forma vertical por intermédio da placenta ou de maneira
horizontal através do contato direto ou dispersdo de goticulas e aerossois de
secregdes nasofaringeas (CHAWLA et al. 2017; BOONYARATTANASOONTHORN et
al, 2019).

Animais deficientes podem apresentar artrite embora menos supurativa que
aquela causada por Mycoplasma arthiritidis (EVENGARD et al, 1994; CEOLA et al,
2016). Camundongos machos também sdo mais sensiveis e apresentam sintomas
mais exacerbados que fémeas (YANCEY et al, 2001). Efeitos reprodutivos também
podem ser notados, tais como infertilidade, infecgdes em filhotes, baixo peso ao
nascimento, aborto, morte fetal ou neonatal (REYES et al, 2004).

As principais alteragdes histopatoldgicas observadas em infecgbes por
micoplasmas séo a presenca de infiltrado linféide ao longo de todo o trato respiratorio,
perda de cilios na traqueia e hiperplasia do tecido linfoide peribronquial associada a
infiltrado linfoide perivascular no tecido pulmonar (SOUZA et al, 2016;
BOONYARATTANASOONTHORN et al, 2019).

Essas bactérias apresentam efeito mitogénico em linfécitos de ratos e induzem
hiperplasia de tecido linfoide associado aos bronquios. Infecgbes naturais por
Mycoplasma podem afetar seriamente a pesquisa interferindo principalmente nos
sistemas respiratorio, reprodutor e imunolégico, alterando a cinética celular, fungao
ciliar, atividade de células natural killer, inflamacao neurogénica, resposta imune local

e sistémica induzindo a produgcédo de muitas citocinas. A ativagao do sistema imune
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por micoplasmas induz a liberagdo de substancias pré-inflamatorias e proliferagao
policlonal de linfécitos T e B (BAKER, 1998; CEOLA, 2016).

O diagnéstico laboratorial pode ser feito através de cultivo, sorologia ou métodos
moleculares como a Reagao em Cadeia de Polimerase (PCR). O cultivo em meios
soélidos possibilita o surgimento de colénias bacterianas que apresentam morfologia
semelhante a ovo frito. Essa metodologia, ao utilizar meios altamente enriquecidos,
possibilita o surgimento e desenvolvimento de contaminantes exaurindo os nutrientes
e inviabilizando o crescimento de micoplasmas (que € muito mais lento que o de outros
microrganismos), dessa forma, compromete a avaliagdo dos resultados (TEDESCO
et al, 2011).

Enquanto o cultivo € lento e fastidioso, os procedimentos sorolégicos séo
frequentemente dificultados por reacdes cruzadas inespecificas. Além disso, ha que
se considerar tempo suficiente entre a infec¢ao e producgéo de anticorpos detectaveis
por esse tipo de metodologia (KUPPEVELD et al, 1992). A PCR por sua vez,
apresenta-se como método mais sensivel e especifico podendo detectar a presenca
do DNA do microrganismo independente da resposta do hospedeiro a infeccao.
(TEDESCO et al, 2011).

A prevengdo se da através da interposicdo de barreiras sanitarias. Nao ha
tratamento eficaz para a micoplasmose murina. Contudo, a eliminagdo dos
microrganismos, apesar de bastante dificil, pode ser alcangada. A eliminagédo da
colonia acometida seguida por desinfec¢do ambiental e repovoamento com animais
livres do patdogenos € uma opgdo, assim como a rederivagdo cesariana e a
transferéncia de embrides. M. pulmonis pode ser encontrado no tecido reprodutivo de
machos e fémeas. Dessa forma, um pré-tratamento dos animais doadores com
antibioticoterapia pode ser util na reducao da chance de contaminacao vertical através
da transferéncia de embrides. Portanto, esta metodologia tende a ser mais eficaz que
a rederivagao cesariana. (GLENISTER & THORNTON, 2000; CHARLES RIVER,
2009; MANSFIELD et al, 2010; MAHLER et al, 2014).

Este importante patdogeno de roedores € encontrado em muitos biotérios bem
estruturados, até mesmo em instalagées mantidas sob elevado grau de bioexclusao.
(CHAWLA et al, 2017). Em 2009, PRITCHETT-CORNING e colaboradores compilaram
dados de exames microbiolégicos de ratos e camundongos provenientes de
instituicbes de pesquisa e ensino da América do Norte e Europa, ao longo de cinco e

trés anos respectivamente. Quanto aos dados de camundongos, foram detectadas
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0,01% de amostras positivas para M. pu/monis em amostras da América do Norte e
0,16% para amostras provenientes da Europa. Ja para ratos, 0,29% das amostras da
América do Norte eram positivas para o micoplasma e 2,57% das amostras europeias
se mostraram positivas para esse agente. Ainda em relagdo a Europa, porgéo
ocidental do continente, mais de 100 instituicdes foram monitoradas por MAHLER &
KOHL (2009) que encontraram prevaléncia de 0,08% em camundongos e 3,56% em
ratos entre os meses de janeiro de 2007 e junho de 2008.

MCINNES e colaboradores (2011) reportaram os resultados de monitoramento
microbiolégico, molecular, soroldgico e parasitolégico de biotérios da Australia, Nova
Zelandia e Singapura entre os anos de 2004 e 2009. Para camundongos foi observada
prevaléncia de M. pulmonis de 0,47% e para ratos 7,0%. Em 2013 foi publicado um
estudo que reflete 0 monitoramento microbioldgico de instalagdes de camundongos
japonesas no qual o M. pulmonis apresentou 0,1% de prevaléncia (HAYASHIMOTO et
al., 2013). Manjunath e colaboradores (2015) realizaram um trabalho semelhante na
india no qual monitoraram vinte e seis instalacdes publicas e privadas. O M. pulmonis
foi detectado em 22,3% das amostras e apresentou maior prevaléncia em biotérios
mantidos por instituicbes publicas.

De modo geral M. pulmonis ainda € muito presente nos biotérios brasileiros,
sobretudo nas instalagdes com menos barreiras sanitarias. Em 2002, Barreto e
colaboradores, ao utilizar a sorologia, detectou 100% de contaminagdo em animais
provenientes de um biotério convencional e 93% em um biotério convencional
controlado, ambos no Estado do Rio de Janeiro. Em 2005, Ferreira isolou a bactéria
a partir de 65% dos animais testados na cidade de Sdo Paulo. CEOLA e colaboradores
em 2016 observaram 80% de positividade para M. pulmonis ao utilizar as técnicas de

cultura e PCR na cidade de Blumenau em Santa Catarina.

1.3 Programas de Monitoramento Sanitario (PMS)

Os PMS séao ferramentas adotadas para assegurar a manutengao do status
sanitario da instalagao animal para a qual foi elaborado. Nele esta inclusa a lista de
microrganismos patogénicos de exclusdo das colénias; a frequéncia de
monitoramento; o conceito de unidade microbiolégica; as caracteristicas e
amostragem de animais (residentes e sentinelas) para os exames; amostras

biologicas e métodos de diagndstico de agentes patogénicos. Em caso de detecgao
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de microrganismos indesejaveis nos animais, um plano de a¢des corretivas devera
ser adotado (CLIFFORD et al, 2014; MAHLER et al, 2014).

O programa deve ser adaptado as necessidades individuais do biotério, e levar
em consideragao fatores como: objetivos de pesquisa, prevaléncia local de patdégenos,
espécies animais mantidas, status imune, numero de animais, frequéncia de
monitoramento entre outros. O status microbiolégico deve ser claramente definido e
sistemas adequados de medidas preventivas devem ser desenvolvidos de forma a
manter este status. Além disso, € importante que todos os individuos que trabalham
direta ou indiretamente com os animais tenham a compreenséao da logistica da gestao
e monitoramento sanitario do local (MAHLER et al., 2014).

As recomendacgdes para monitoramento sanitario de roedores e coelhos
publicadas pela Federagdao das Associacbes Europeias de Ciéncia em Animais de
Laboratério (FELASA), objetivam a harmonizagdo dos PMS dos paises membros da
Federagdo. No entanto, este documento € utilizado como referéncia para paises em
todo o mundo. Uma lista de agentes infecciosos, bem como sugestao de frequéncia
de monitoramento € apresentada. Ressalta-se que a lista de agentes monitorados
pode variar em relacao a localizagao da instalagdo animal, uma vez que a prevaléncia
dos microrganismos é diferente em cada regido. O mais indicado seria monitorar
aqueles agentes que poderiam interferir nas pesquisas conduzidas na instalagéo ou
comunidade cientifica atendida. Deve-se refletir sobre a razdo por tras da inclusao de
agentes especificos em uma lista de triagem, principalmente se ha microrganismos
muito raros ou de pouco impacto para a saude animal ou humana (CLIFFORD et al,
2014; MAHLER et al, 2014).

No Brasil, os poucos laboratérios que realizam os exames costumam oferecer o
diagnodstico para todos os agentes listados, alguns microrganismos como o Proteus
mirabillis também sao diagnosticados embora nao figurem na publicagdo da FELASA
(MOTTA et al, 2012).

A escolha do animal é crucial para o bom desempenho do PMS. A utilizacédo de
animais residentes da colbnia é ideal e deve ser praticada sempre que possivel.
Recomenda-se a utilizagdo de todas as espécies de animais presentes no biotério e
ambos 0s sexos, devido a susceptibilidade diferencial aos agentes patogénicos
(MAHLER et al, 2014). Considerando o uso de métodos de diagndstico diretos, como
PCR, a obtencéo de animais mais jovens aumenta a probabilidade de deteccao de

agentes patogénicos; animais mais velhos desenvolvem uma resposta que pode
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eliminar parcialmente ou totalmente muitas infeccdes parasitarias e virais (CLIFFORD
et al, 2014). Quanto ao numero de animais a serem testados no monitoramento
sanitario de um biotério, sugere-se a formula proposta pelo ILAR (1976), que calcula
0 numero amostral para monitoramento de coloénias de animais residentes, onde
eventuais infec¢des se propagam e distribuem livremente:

Numero de animais amostrados = log 0,05

log N

Na féormula mencionada, 0,05 corresponde a noventa e cinco por cento de
confiabilidade do teste. N equivale a estimativa em porcentagem da populacéo livre
do patégeno a ser investigado. Em outras palavras, se a prevaléncia para dado
microrganismo € dez por cento, N sera noventa por cento. Logo, quanto menor a
prevaléncia conhecida do agente, mais animais a amostrar serdo necessarios para
garantir a precisdo do teste (NRC, 1991). Ela considera a prevaléncia dos agentes
patogénicos na coldnia, mas tem como pré-requisito para seu uso, a necessidade de
uma populacdo residente de no minimo 100 animais na unidade microbiolégica
(NICKLAS, 2008; MAHLER et al, 2014).

Ao longo dos anos, o uso de racks com sistema de ventilagdo individual em
biotérios de roedores tem aumentado. Uma vez que cada um dos minis isoladores da
rack pode ser considerado uma Unica unidade microbiolégica, o monitoramento
microbiolégico de toda a colbnia tornou-se uma tarefa desafiadora. (BRIELMEIER et
al, 2006; MAHLER et al, 2014). Dessa forma o monitoramento direto de animais
residentes nao tem viabilidade pratica e econdmica, nesse caso, Seria necessario
testar amostras numerosas de animais para que infec¢cées pouco prevalentes sejam
detectadas. A estratégia padrdo para monitoramento sanitario de animais criados em
mini isoladores com ventilagdo individual é o uso de sentinelas (MAHLER et al, 2014).

Sentinelas s&o animais expostos diretamente ou indiretamente aos animais
residentes, por determinado periodo, a fim de se infectarem por eventuais agentes
patogénicos presentes na colonia monitorada. Ao final do periodo de exposicao, as
sentinelas sdo examinadas por testes parasitoldégicos, microbiologicos, sorolégicos e
moleculares. (MAHLER et al, 2014). As sentinelas precisam ser comprovadamente
livres dos agentes infecciosos considerados no monitoramento sanitario, sendo
recomendado o uso de animais criados em isoladores de perfil sanitario conhecido
(PRITCHETT-CORNING et al, 2009).
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A cama suja das caixas dos animais residentes € a via de exposicao indireta
mais recomendada as sentinelas e a reposicdo desse insumo deve ser realizada
semanalmente, utilizando-se de no minimo 50% de cama suja. (MAHLHER et al,
2014). Essa entéao foi proposta como solugéo para a amostragem dos PMS. Mais
recentemente, a exposicado dessas sentinelas ao ar de exaustao da rack também foi
considerado (BRIELMEIER et al, 2006).

Atualmente a utilizagéo das sentinelas em PMS vem sendo duramente criticada
pela literatura cientifica. Alguns estudos demonstraram que agentes como Sendai
virus (ARTWOHL et al, 1994), CAR bacillus (CUNDIFF et al, 1995) e Pasteurella
pneumotropica (MILLER et al, 2016) ndo foram detectados através da utilizacdo de
sentinelas expostas a cama suja. Tal achado € justificavel se considerarmos a
natureza da transmissao aerdgena desses agentes que acometem o trato respiratério
de roedores. No entanto, ZORN e colaboradores (2016) também n&o conseguiram
detectar o Norovirus murino, microrganismo de transmissao fecal-oral utilizando este
modelo. Sendo assim esta estratégia de amostragem evidencia suas limitacdes
levando ao uso desnecessario de animais para fins de detec¢do de determinados
patégenos. Em contraste, 0 monitoramento a partir de elementos do ambiente fornece
uma abordagem mais promissora para identificar microrganismos em colénias de
roedores. Estudos recentes sugerem que a analise da PCR a partir de um elemento
filtrante exposto a exaustdo de racks ventiladas é superior a utilizacdo de sentinelas
expostas a cama suja para diferentes agentes. A andlise de amostras ambientais de
racks com sistema de ventilacao individual € uma abordagem relativamente nova e
tem se mostrado confiavel e promissora para melhorar 0 monitoramento sanitario em
instalacdes de animais de laboratério (MILLER & BRIELMEIER, 2017).

A utilizacdo da PCR para andlise de particulas provenientes da exaustdo de
racks ventiladas ja foi capaz de detectar patdgenos como norovirus murino (ZORN et
al, 2016), P. pneumotropica (MILLER et al, 2016), Helicobacter hepaticus mesmo em
baixa prevaléncia (MILLER et al, 2016), Astrovirus murino e Myocoptes musculinus
(KORNER et al, 2019).

A PCR de particulas provenientes da exaustédo das racks néo € prejudicada por
fatores como a idade das sentinelas ou a sobrevivéncia dos agentes na cama suja,
uma vez que nao depende da infeccao desses animais. Ela depende exclusivamente
do transporte e do acumulo de acidos nucleicos dos patdogenos nos elementos de

exaustdo da rack, como os pré-filtros. Além do monitoramento ambiental de rotina, o
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exame de roedores que demonstram sinais clinicos de doencas continua a ser um
componente fixo dos PMS. Esta mudanca de paradigma no monitoramento
microbioldgico de roedores contribui muito para os Principios dos 3R’s de RUSSELL
& BURCH (1959). Principalmente quanto ao principio da substituicdo eliminando a
necessidade da utilizacdo de animais saudaveis para o monitoramento de todas as
colénias (MILLER & BRIELMEIER, 2017).

1.3.1 A utilizacdo da PCR no diagndstico de patégenos

Os métodos moleculares de diagndéstico se baseiam na detecgao de acidos
nucleicos (DNA ou RNA) dos agentes infecciosos de interesse. Dentre esses métodos
0 mais comum é a PCR. Esta técnica permite uma rapida e especifica amplificacao
de acidos nucleicos. Apos o isolamento do material genético das amostras a serem
avaliadas pode-se executar a reagdo. A técnica de PCR ocorre em um equipamento
denominado termociclador e envolve etapas sequenciais. Primeiramente as fitas
complementares do DNA isolado s&o desnaturadas por aquecimento entre 92 e 95°C.
Depois os primers ou iniciadores, pequenos fragmentos de fita simples de DNA
desenvolvidos especificamente para se complementarem a fita de DNA de interesse,
se anelam a esta sequéncia quando submetidos a temperaturas entre 50 e 60°C.
Apés o anelamento, a temperatura no termociclador sobe para 72°C e inicia-se a fase
de sintese na qual a enzima Taq polimerase sintetiza uma nova fita de DNA por adi¢éo
de nucleotideos ao final do primer. Essas etapas se repetem nessa sequéncia cerca
de 30 a 40 vezes amplificando de forma exponencial a sequéncia de interesse. O
produto da PCR pode ser visualizado sob iluminacdo ultravioleta apds eletroforese em
gel de agarose e coloragdo com brometo de etidio ou outros agentes intercalantes
mais modernos (COMPTON & RILEY, 2001).

A sensibilidade da PCR permite a detec¢cdo de apenas uma unica copia da
sequéncia génica alvo em condic¢des ideais. Resultados positivos podem ser obtidos
NAo apenas em organismos intactos, viaveis ou ndo, mas também em fragmentos de
organismos ou até mesmo, fragmentos de DNA. Ou seja, agentes infecciosos ndo sao
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

deteccdo de acidos nucleicos. Como discutido anteriormente testes de amostras
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ambientais, como a poeira acumulada em sistemas de exaustdo de racks podem
diminuir ou mesmo eliminar a necessidade de testes diretos em animais. Além disso,
€ possivel ainda mesclar amostras (provenientes ou ndao de animais) e diminuir seu
namero em ensaios reduzindo sobremaneira o custo das andlises (CLIFFORD,
HENDERSON & CHUNGU, 2014).
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Padronizar a técnica de PCR para deteccédo de Mycoplasma pulmonis em ratos
e camundongos mantidos no Centro de Ciéncia Animal da UFOP e desenvolver
Protocolo Operacional Padréo para aplicacao da técnica como parte de seu Programa
de Monitoramento Sanitério.

2.2. Objetivos especificos

e Padronizar métodos de coletas de amostras.

e Padronizar métodos de extragdo de DNA de amostras.

e Padronizar a reacédo de PCR para a detecgao de M. pulmonis para cada tipo
de amostra.

e Comparar a quantidade e qualidade de DNA em amostras de pulmao e
Lavado Traqueobrdnquico (BAL).

e Comparar a detecg¢ao deste patdogeno nos diferentes tipos de amostras.

e Elaborar Procedimento Operacional Padrao (POP) para monitoramento

sanitario para M. pulmonis.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais utilizados no estudo

Os animais utilizados eram mantidos no setor de Criacdo de Roedores do CCA.
As linhagens e estoques estudados foram Balb/c, C57BL/6, Swiss, Fischer e Wistar.
Todos os animais estavam alojados em racks ventilados e mantidos sob temperatura
controlada (24+ 2-C). O fotoperiodo adotado no setor é 12:12 (luzes acesas as 07h e
apagadas as 19h) e os roedores recebiam agua autoclavada e ragdao comercial ad
libitum. A forragao utilizada era de maravalha de Pinus sp. autoclavada e as trocas de
caixas eram realizadas duas vezes por semana. Os animais utilizados no estudo eram
mantidos em 5 salas: camundongos isogénicos (Balb/c e C57BL/6), Swiss, Fischer e
Wistar (este estoque € mantido em duas salas). O padrao sanitario da instalacéo é
convencional e as colbnias sdo submetidas mensalmente a monitoramento
parasitolégico. Todos os procedimentos realizados tiveram aprovagao prévia pela
CEUA-UFOP (Protocolo 1756060618) e o certificado encontra-se no ANEXO. Todos
os ratos e camundongos eram provenientes de descarte zootécnico (matrizes
descartadas, animais abaixo do peso solicitado para pesquisa, entre outros) do CCA
e dados de todos os 94 animais utilizados tais como: linhagem/estoque, sexo, idade,
dentre outros podem ser consultados no Apéndice A. Todas as coletas de amostras

ocorreram entre os meses de junho e dezembro de 2018.

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 parénteses. Em seguida procedeu-se a extragédo de DNA
e avaliacdo de quantidade e qualidade desse acido nucleico. a reacdo de PCR foi
padronizada utilizando-se um primer desenvolvido para este projeto e controle positivo
doado pelo CEMIB/UNICAMP. Apds essa etapa, o DNA extraido a partir das amostras
foi submetido ao protocolo de PCR padronizado e entdo o POP foi escrito.
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Figura 1. Delineamento experimental para padroniza¢do da PCR para deteccdo de Mycoplasma
pulmonis no CCA/UFOP.

3.3. Coleta de amostras

Os animais foram eutanasiados em camara de CO2 conforme procedimento
operacional adotado pelo CCA para animais de descarte. Em seguida as carcacas
foram encaminhadas para a coleta de amostras. Trés 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 trés 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 extracdo de DNA.

Além das amostras coletadas a partir dos animais, foram coletados dois tipos de
amostras do ambiente: swabs dos ductos de exaustdo das racks ventiladas e
fragmentos de papel filtro aderidos ao pré-filtro de exaustdo das racks ventiladas.
Foram amostradas 5 racks ventiladas que se localizam no setor de Criacdo de

Roedores e abrigavam os animais utilizados no experimento. Destas racks, 2
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abrigavam camundongos (isogénicos e Swiss) e as outras trés eram utilizadas para

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

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

tipos de amostras utilizados.

3.3.1. Swab da cavidade oral

As carcagas foram dispostas em decubito dorsal e introduziu-se a ponta de um
swab estéril na cavidade oral. Toda a superficie envolta em algodao foi friccionada
com delicadeza contra as paredes internas das bochechas bem como partes
posteriores e inferiores da lingua. Tomou-se o cuidado de promover o contato de toda
a superficie do swab com a mucosa oral para garantir uma boa coleta. Apés a coleta,
as hastes foram rompidas com o auxilio de uma tesoura e as pontas depositadas em
tubos tipo eppendorf com capacidade de 2,0 mL previamente esterilizados contendo
1mL de solucéo salina também estéril. A conservacéo imediata foi feita em nitrogénio
liqguido. Apos todo o término das coletas, as amostras de swab foram armazenadas
em freezer a -80°C.

3.3.2. BAL

As carcacas foram fixadas em superficie de cortica em decubito 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 préximo ao bico de Bunsen. Antes de iniciar a coleta realizou-se a assepsia
da regido do pescoco e parede cranial do térax com alcool 70 %. Utilizando-se
tesouras e pingcas sanitizadas a regido ventral do pescoco foi aberta, as glandulas
salivares e a musculatura rebatidas até a exposi¢cdo da traqueia. Em seguida, uma
pinca hemostatica curva fechada foi posicionada abaixo dessa estrutura de forma a
permitir seu isolamento das regides vizinhas. Um fragmento de fio de algodé&o de cerca
de 15 cm foi preso a ponta da pinca hemostatica e delicadamente tracionado pela
pinca e posicionado por baixo da traqueia. Canulas constituidas a partir de agulhas

18G (camundongos) e 21G (ratos) foram entéo inseridas na luz da traqueia, através
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de pequeno orificio feito com a tesoura, na posicédo horizontal (angulo de 15°), com
cuidado para nao perfurar outras porcdes da parede. As canulas foram acopladas em
seringas de 3,0 mL contendo solucéo salina esterilizada. O fio de algodao foi utilizado
para fixacdo da canula através da realizacdo de um né de forma que ndo permitisse
espaco para refluxo entre a canula e a luz da traqueia. Delicadamente, a salina
esterilizada foi injetada no canal, percorrendo também os brénquios. Em seguida, a
salina foi aspirada com o auxilio do émbolo. Essa manobra era repetida mais duas
vezes e o liquido recuperado depositado em um tubo tipo eppendorf de 2,0 mL
esterilizado e devidamente identificado com data e os dados do animal. A conservagao
imediata ocorreu em nitrogénio liquido. Apds todo o término das coletas, as amostras

de lavado tragueobrdnquico foram armazenadas em freezer a — 80 °C.

3.3.3. Tecido pulmonar

Apos a coleta de BAL, realizou-se a coleta de fragmentos dos lobos dos pulmdes
direito e esquerdo. Esse procedimento também foi realizado em proximidade & chama
do Bico de Bunsen. Os fragmentos foram coletados com o auxilio de tesouras e pincas
cirdrgicas previamente sanitizadas. A cada uso dos instrumentos cirirgicos, estes
eram inseridos em béquer contendo alcool 70 % préximo a superficie 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 identificacdo do animal. A conservagéo imediata era feita em nitrogénio liquido. Apos
todo o término das coletas, as amostras de pulmao foram armazenadas em freezer a
-80°C.

3.3.4. Swab de ducto central de exaustio de racks ventiladas

Através da utilizacdo de swab para microbiologia, as superficies internas dos
ductos centrais de exaustao de cada rack ventilada do setor de criagéo de roedores
do CCA foram amostradas. As figuras 2 e 3 permitem uma melhor compreensao do

fluxo de ar nas racks ventiladas e das estratégias adotadas para a coleta de amostras
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do equipamento. Para proceder a coleta do swab, o0s tubos tipo traqueia que fazem a
ligacdo dos ductos centrais de exaustdo ao pré-filtro de exaustdo da rack foram
removidos. Apds a desconexdo 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 superficie amostrada. Apos a coleta, a haste foi
rompida com o auxilio 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 conservacdo das amostras foi feita em freezer a -80 °C até o

momento da extragdo do DNA.

3.3.5. Adeséao de papel filtro aos filtros de saida de racks ventiladas

Fragmentos de papel filtro com dimensdes de 2 cm de comprimento e 2 cm de
largura foram fixados com o auxilio de fita dupla-face a face externa do filtro de saida
gue recebe todo o ar advindo da exaustdo 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 trés semanas e
recebiam todo o ar exaurido das caixas, dessa forma, pressupds-se que 0S micro-
organismos foram transportados nessa corrente de ar permanecendo retidos nas
tramas do papel filtro. Apos o periodo de exposicdo 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 extracao de DNA.
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Figura 2. Esquema de circulagdo de ar na rack ventilada. Fonte: Manual Rack AL21 inteligente 3
— 2019 Alesco.
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Figura 3. llustraco representativa dos pontos de coleta de amostras em racks ventiladas. Fotos
retiradas do catélogo de produtos da empresa Alesco Indistria e Comércio LTDA.
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3.4. Extracdo de DNA das amostras

A extracdo do DNA gendmico das amostras BAL, Tecido pulmonar e Papel filtro
aderido a exaustdo de racks ventiladas foi realizada com o kit WizardTM Genomic
DNA Purification Kit A1120 (Promega, Madison, WI,) com algumas modificagdes. As
etapas iniciais do processamento dessas amostras sdo apresentadas nos itens 3.4.1;
3.4.2 e 3.4.3. Em seguida os tubos contendo as amostras em tampao TrisHcl 50 mM
ph 7,5; EDTA 1 mM pH 8,0; 1 % de N-lauril sarcosina eram homogeneizados e
adicionava-se 25 pL de solucéo de proteinase K 20 mg / mL e procedia-se a incubacéo
overnight a 37 °C. Em seguida o restante dos procedimentos para extracdao foram
executados conforme instrucdes do fabricante. O DNA extraido foi armazenado em

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

3.4.1. BAL

As amostras de BAL foram descongeladas em gelo e entdo centrifugadas. O
sobrenadante foi descartado e os pellets ressuspendidos em 250 pL do tampéao
TrisHcl 50 mM ph 7,5; EDTA 1 mM pH 8,0; 1 % de N-lauril sarcosina.

3.4.2. Tecido pulmonar

As amostras foram descongeladas em gelo e entdo pesava-se cerca de 50 mg
de fragmentos de pulmdo. Com o auxilio da tesoura, cortava-se a amostra em
fragmentos bem pequenos para possibilitar a agcdo das solucdes de lise a serem
empregadas nas etapas subsequentes. Adicionava-se 250 puL do tampé&o TrisHcl 50
mM ph 7,5; EDTA 1 mM pH 8,0; 1 % de N-lauril sarcosina aos tubos contendo

amostras.
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3.4.3. Papel filtro aderido a exaustio de racks ventiladas

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
atuacao das solucbes de lise empregadas em etapas posteriores. O conteudo de
papel filtro era dividido em dois tubos tipo eppendorf de 2,0 ml e 600 pL do tampéo
TrisHcl 50 mM ph 7,5; EDTA 1 mM pH 8,0; 1 % de N-lauril sarcosina foram adicionados

a esses tubos.

3.4.4. Swab da cavidade oral e de ducto central de exaustio de racks
ventiladas

Diversos protocolos para extragédo de DNA a partir de swabs foram testados sem
sucesso. Finalmente optou-se por utilizar adaptacdes a 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
concentracdo de DNA das amostras, para tanto todas as amostras foram
centrifugadas a 17760 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi entdo descartado de

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

Imediatamente antes de realizar as reacbes de PCR, 50 uL de cada amostra
eram transferidos para microtubos estéreis. Os tubos entdo 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. ApOs esse processo as
amostras estavam prontas para a realizacdo da PCR onde somente o sobrenadante

era utilizado.

3.5. Quantificacédo e avaliacao da qualidade de DNA gendémico

ApoOs os procedimentos de extracdo de DNA gendmico das amostras de BAL,
tecido pulmonar e papel filtro aderido a exaustdo de racks ventiladas, foi feita a
dosagem do DNA em nanoespectrofotometro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,
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EUA). Além da quantificacdo, dada em ng / uL foi avaliada a qualidade do DNA
coletado através das razbes 260 nm / 280 nm que foram considerados de boa
gualidade, 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 contaminacao
por fenol / trizol ou algum componente proteico. Para a mensuracédo foi necessaria a
utilizacdo de 2 pL de aliquota de cada amostra. As razbes 260 nm / 280 nm e
260nm/230nm, sempre devem ser analisadas em conjunto com a quantidade de DNA
obtido. Ap6s a dosagem as amostras foram armazenadas em geladeira a uma

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

3.6. Padronizacéo da PCR

3.6.1. Determinacao dos primers

O par de primers foi desenhado a partir da sequéncia génica 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 auxilio da
ferramenta BLAST (NCBI®©). A sequéncia nucleotidica do par gera um fragmento com

as caracteristicas especificadas abaixo.

Espécie alvo Sequéncia Tamanho do produto Temperaturade an  elamento Referéncia
Forward: 5’ACG CGT AGA ACC TTACCCAC 3’ NR_041744.1
Mycoplasma pulmonis |Reverse: 5’ACG ACA ACC ATG CAC CATCT 3’ 93 pb 60°C (GenBank)

Figura 4. Dados sobre primers para detec¢do de Mycoplasma pulmonis.

3.6.2. Obtencao de controle positivo

Uma aliquota de cultura de Mycoplasma pulmonis foi gentilmente cedida pelo
Laboratorio de Controle de Qualidade Sanitaria do CEMIB (Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Biologica/UNICAMP). A cultura foi subdividida em tubos tipo

eppendorf e congelados em freezer -80 °C. A extracdo do DNA gendmico foi realizada
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através do metodo da fervura conforme descrito por FAN e colaboradores em 1995 e
modificado por FERREIRA em 2005. Para tanto, 1 mL da aliquota foi submetida a um
processo de centrifugacéo por 10 minutos a 17760 x g. Em seguida o sobrenadante
foi descartado e 100 uL de tampé&o PBS (2,6 mM NaH2POg4; 7,4 mM NaHPO4 ;10 mM
Nacl; pH 7,2) foi adicionado. Esse processo foi repetido por mais duas vezes e, entao
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 centrifugacao a
17760 x g foi realizado e o sobrenadante foi transferido para outro microtubo estéril.
Apés o procedimento de extracdo de DNA realizou-se a dosagem em
nanoespectrofotdmetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, EUA). O material foi

mantido a 4 °C até o momento da utilizacao.

3.6.3. PCR, Eletroforese e Fotodocumentacao

Protocolos de PCR foram testados variando-se as temperaturas de anelamento
e concentracdes de DNA de controle positivos de forma que o melhor desempenho
fosse obtido. A padronizacdo ocorreu tendo como volume final de 20 pl. Foram
utilizados 0,4 pL de DNTP mix N9013 (SINAPSE INC; SAO PAULO, BRASIL) a 2,0
mM,; 1,0 pL dos oligonucleotideos iniciadores especificos (forward e reverse)
sintetizados pela IDT (INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES; BERKELEY, CA, USA)
a 10,0 uM; 0,25 pL da enzima Taq DNA polimerase PHT (PHONEUTRIA; MINAS
GERAIS, BRASIL) 5 U / pL; 4,0 puL do tampé&o da enzima GOTaq 5x Buffer M7911
(PROMEGA); 12,35 pL de agua milli-Q e 1 uL de amostra. As amplificacdes ocorreram
no aparelho termociclador APPLIED BIOSYSTEMS™ SIMPLIAMP™ THERMAL
CYCLER (APPLIED BIOSYSTEMS, FOSTER CITY, CA). O mix era aquecido por 5
min a 94 °C, e executados 30 ciclos de 1) desnaturacéo a 94 °C por 30 segundos; 2)
anelamento a 57 °C por 30 segundos e 3) extensdo a 72°c por 30 segundos. A

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

Apos a amplificacdo de DNA, os produtos da reacdo de PCR eram analisados
por eletroforese em gel de agarose 2,0% (p/v) em tampdo TAE 1X (40 mM Tris-
acetato, 1 mM EDTA). O brometo de etidio foi utilizado como corante e era

acrescentado na solucao ainda quente de agarose na propor¢cao de 2,5 pL para cada
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60 mL do tampé&o TAE 1X. A corrida durava cerca de 40 minutos a uma voltagem de
90 a 100 V. ApoOs esse periodo o gel era levado ao Image Quant LAS 4000 (GE
HEALTHCARE, UPPSALA, SUECIA) para fotodocumentagio e anélise.

3.6.4 Aplicabilidade das Técnicas de PCR no CCA/UFOP

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 concentracdes 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 reacéo para
deteccdo de 0,25 ng de DNA, dessa forma, passou-se a adotar essa concentracao
como padrao de controle positivo para as reacdes 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 quantificacdo e qualidade do DNA extraido a partir das amostras
permitiram a realizacao de testes para determinacdo das melhores concentragoes de
DNA por tipo de amostra. Para a execucao destes testes foram utilizadas amostras
de um dos animais utilizados no estudo que apresentava sinais clinicos compativeis
com a micoplasmose, o animal de numero 77 da linhagem Fischer. Para o tecido
pulmonar foram testados 100, 50, 25, 10, 5 e 1 ng de DNA e a concentracao de 50 ng
por amostra foi considerada a mais sensivel para a execucdo da reacdo passando a
ser adotada como padrdo para esse tipo de amostra. As amostras de lavado
traqueobrénquico também foram testadas nas concentragfes de 35, 20, 10, 5e 2,5
ng de DNA e a concentracdo de 35 ng de DNA por amostra foi a que apresentou

melhor desempenho.

Para as amostras de filtro aderido a exaustdo de racks ventiladas, bem como
swabs orais e de ducto central de exaustdo, adotou-se a utilizacdo de 10 pL de
amostra, uma vez que volumes menores ndo apresentaram bom desempenho nos

testes anteriores.
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3.7 Analise estatistica

Os dados obtidos a partir das avaliacdes de quantificacdo das amostras de DNA
extraido de pulméo e lavado traqueobrdonquico foram analisadas estatisticamente. Foi
utilizado o teste de Shapiro-wilk para verificar a normalidade dos dados. Como néo foi
verificada distribuicdo 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 diferencas obtidas entre as linhagens e estoques testados com cada um dos tipos
de amostra (tecido pulmonar e BAL). O tratamento estatistico foi conduzido com
intervalo de confianca de 95 %, sendo p < 0,05 considerado estatisticamente
significativo. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa R v. 3.5.1
(R Core Team, EUA, 2018).



46

4. RESULTADOS

4.1. Quantificacéo e qualidade do DNA

Através da padronizacdo dos protocolos de extracdo testados foi possivel o
isolamento de DNA a partir de amostras de tecido pulmonar, BAL e papel filtro aderido
a exaustdo de racks ventiladas. Os dados brutos de quantificacdo e qualidade para
cada uma das amostras tecido pulmonar e BAL podem ser consultados nos apéndices
B e C desse trabalho. As figuras 5 e 6 permitem uma analise desses dois parametros
para as amostras em questao.

A andlise da figura 5 e apéndices B e C permite observar que as amostras de
BAL, geraram significativamente menor quantidade de DNA que as amostras de
pulmé&o. Para as amostras de pulmé&o, ndo houve diferencas 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 acido nucleico extraido da mesma amostra

coletada a partir de ratos.
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Figura 5. Quantificacdo de DNA extraido a partir de amostras de BAL e pulméo expressa em
ng/uL. O asterisco representa diferenca significativa entre os grupos pulméo e BAL e # representa
diferenca com relacao as linhagens BalbC, C57B6 e Swiss nas amostras de BAL.

Com relacéo a avaliagdo da qualidade das amostras de DNA, avaliada a partir
das raz6es 260 nm / 280 nm e 260 nm / 230 nm, as amostras de pulméo foram
bastante homogéneas e dentro da estimativa ideal, assim como as amostras de BAL
de ratos. Ja as amostras de BAL de camundongos ndo geraram bons indices e

apresentaram maior heterogenicidade.
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Figura 6. Avaliacdo da qualidade de DNA extraido de BAL e Pulmao. As razbes 260/280 e
260/230 sé&o parametros para avaliagdo da qualidade do DNA obtido a partir das duas amostras.
Os valores ideais para as razdes 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 a exaustdo de racks ventiladas. Como se pode observar, as amostras

geraram pouco DNA e relacbes 260/280 e 260/230 insatisfatorias.

Tabela 1 - Avaliacdo da qualidade de DNA em papel filtro aderido a exaustdo de racks

ventiladas

Amostra Espécie Linhagem/estoque [1DNA ng /uL | 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 59 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

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

ndo passaram pela avaliagdo espectrofotométrica de DNA uma vez que 0 seu

processo de extracdo ocorreu em etapa imediatamente anterior a reacao de PCR.
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4.2. Deteccao de M. pulmonis nas amostras

A tabela 2 mostra os resultados obtidos nas reacbes 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
estdo 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 — Reagfes positivas na PCR para detec¢do de Mycoplasma pulmonis em amostras animais

Tipo de amostra
Linhagens/estoque Swab Oral BAL Pulméo
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 reacbes de PCR. As amostras
observadas correspondem a BAL de ratos Fischer e Wistar.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 2%. Produto amplificado com tamanho de 93 pb
provenientes de amostras de lavado traqueobrdénquico 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 reacoes de PCR.

4.3. Procedimento Operacional Padréo

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
eficiéncia na detec¢do de M. pulmonis, foi elaborado um Procedimento Operacional
Padréo (POP) que descreve desde a coleta da amostra até a foto documentacdo 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 Apéndice D desse trabalho.
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5. DISCUSSAO

A qualidade microbiolégica de animais de experimentacdo pode influenciar de
forma critica o bem-estar e a validade e reprodutibilidade dos dados experimentais. E
importante que as instalacées animais de criagdo e experimentagcdo estabelecam
PMS como parte integrante de seu sistema de qualidade. Uma eficiente gestao
sanitaria requer bons habitos de comunicacao entre todos os envolvidos no cuidado e
utilizacdo de animais, o resultado do PMS depende de testes de investigacdo de
saude bem conduzidos, adequada interpretacdo dos resultados e acbes
subsequentes apropriadas (MAHLER et al, 2014)

Sabe-se que ha diferencas na susceptibiidade ao M. pulmonis e
desenvolvimento de micoplasmose entre as diferentes linhagens de ratos e
camundongos. Animais Balb/c sdo mais sensiveis que C57BL/6 (CARTNER et al,
1996; BAKER, 1998; MIZE et al, 2018; WAWEGAMA et al, 2018). Entre os ratos, sabe-
se ha mais de trinta anos que animais da linhagem Lewis sdo mais susceptiveis que
animais da linhagem Fischer F344 (DAVIS et al, 1985). Somente dois dos animais
utilizados no presente trabalho manifestavam sinais clinicos 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 determinagéo e padronizacao da melhor concentracao de
DNA das amostras para a realizacdo da PCR. N&o foram encontrados dados que
comparassem a suscetibilidade ao patdgeno entre animais Fischer e Wistar. Em
nossos resultados, observou-se 0 mesmo numero de amostras positivas para os dois
animais e, apesar da sintomatologia ter sido observada somente em Fischer, seria
arriscado inferir sobre diferencas de susceptibilidade entre essas linhagens visto que
0 numero 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 pulmdo obtidas no presente estudo foram consideradas
satisfatorias nos quesitos quantidade e qualidade do DNA. A extracdo de DNA de
amostras de BAL de camundongos, por sua vez, ndo gerou DNA de boa quantidade
e qualidade, apesar da técnica utilizada ter sido semelhante para as duas amostras.

Isso pode indicar contaminacdo do acido nucleico por proteinas e/ou residuos de
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reagentes e esse grau de impureza pode comprometer a eficacia da PCR. SCHOEB
e colaboradores (1997), assim como LOGANBILL e colaboradores (2005) utilizaram
amostras semelhantes de camundongos, para deteccdo de M. pulmonis através da
PCR, mas resultados quanto a qualidade do DNA extraido ndo foram descritos.
FERREIRA (2005), CEOLA e colaboradores (2016) também utilizaram BAL em seus
estudos ao estudar ratos. Dados quanto a qualidade do DNA extraido também nao

foram descritos por estes autores.

CHAWLA e colaboradores (2017) observaram que amostras de tecido pulmonar
apresentaram 8,2ng / uL de DNA enguanto amostras de BAL apresentaram 2,1ng /
UL, estes dados foram obtidos através de analise por espectrofotometria. Apesar da
baixa quantidade de DNA gendmico detectada em tecido pulmonar no trabalho de
CHAWLA (2017), percebe-se a mesma tendéncia que a observada no presente
trabalho, evidenciando a superioridade do tecido pulmonar frente ao BAL no quesito
quantificacdo do material genético. De fato, esse achado ja era esperado, uma vez
que o parénquima pulmonar apresenta maior densidade celular que o BAL,
consequentemente, mais DNA total sera extraido a partir dessa amostra. Para as
amostras de BAL de camundongo, a quantidade de DNA foi bem mais baixa, com
excecdo em uma amostra de Swiss que gerou 590ng de DNA por microlitro. Em
Fischer houve variacéo entre 44 e 1300 ng / uL enquanto Wistar variou entre 45 e 700
ng / uL. Para as amostras de pulméo observou-se boa quantificacdo de DNA para
todos os animais estudados. Houve variacao entre 186 (Swiss) e 1970 ng / uL (Wistar).
Mas no geral se mantiveram entre 500 e 1000 ng / pL de DNA. Os resultados aqui
obtidos bem como a analise estatistica realizada demonstram que o BAL obtido a
partir de ratos geram amostras de boa qualidade, mas para camundongos, 0
desempenho ficou aguém do esperado.

Diversos protocolos de extracdo 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 extraido
bem como a qualidade foram insatisfatérias. O mesmo kit comercial utilizado para
extracdo de DNA de tecido pulmonar, BAL e filtros foi testado diversas vezes com
introducdo de modificagBes que pudessem favorecer a obtencdo do acido nucleico,
mas sem sucesso. Protocolos in house também foram utilizados, tais como o CTAB

(Cetyl trimethylammonium bromide) e técnicas adaptadas a partir de SAMBROOKS
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(2001) utilizando-se SDS, acetato de sodio e isopropanol, dentre outros reagentes e
ainda assim ndo se obteve éxito. Finalmente, optou-se por um método mais simples
que consistia basicamente no aquecimento (rompimento da membrana celular)
seguido por centrifugacdo 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 deteccéo de M. pulmonis

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

O papel filtro aderido ao pré-filtro de exaustdo das racks também nao gerou
amostras de DNA em quantidade e qualidade desejadas. ZORN e colaboradores
(2016) ao executar uma estratégia semelhante, utilizaram como elemento filtrante
para a deteccdo de Norovirus murino, fragmentos de gaze e do préprio pré-filtro de
exaustdo da rack ventilada. Embora os resultados obtidos por meio dessa técnica
tenham sido superiores quando comparados a detecgdo de anticorpos virais em
animais sentinelas (também descritos no mesmo trabalho) nenhum dado foi
mencionado em relacdo a qualidade do RNA viral obtido. MILLER e colaboradores
(2016) também utilizaram fragmentos de gaze e pré-filtro de exaustdo para detecgéo
de Pasteurella pneumotropica através da técnica de PCR em tempo real. Mais uma
vez, nada foi mencionado em relacdo a qualidade do DNA extraido. Estes estudos
publicados em 2016 foram utilizados como referéncia para comparacdo com O
presente trabalho apesar de retratarem microrganismos diferentes. 1ISso ocorreu pois
nao foram encontrados na literatura estudos semelhantes que utilizassem o M.

pulmonis como alvo.

O tecido pulmonar de camundongos e ratos se mostrou efetivo para detecgao de
M. pulmonis. SANCHEZ e colaboradores (1994) relataram identificacdo da bactéria
através da técnica de PCR a partir de pulmdes, Utero e uretra de ratos infectados e
que apresentavam sintomatologia clinica. Os resultados obtidos nessa publicacao
para PCR foram comparados a deteccao do patdégeno através das técnicas de cultivo
e sorologia (ELISA) validando a utilizacdo da técnica. CHAWLA e colaboradores
(2017) também utilizaram tecido pulmonar para deteccdo de M. pulmonis atravées da
PCR e compararam os resultados com a avaliacao histopatoldgica do 6rgao. Ambos
concluiram que a PCR a partir desse tipo de amostra permite a confirmagdo do
diagnostico mesmo em estagios iniciais da infeccdo. O presente trabalho também

logrou éxito na deteccéo do patdgeno ao utilizar esse tipo de amostra. Isso reforca a
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importancia da escolha do tecido pulmonar como amostra padrdao do POP para

Monitoramento Sanitario 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 S&o Paulo. Dessas amostras 155 (64,58 %) foram positivas para a
bactéria e a infeccdo 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 patégeno (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 extraido a partir de amostras de BAL de camundongos
pode ter contribuido para a ndo deteccdo de M. pulmonis na PCR. LOGANBILL e
colaboradores (2005) conseguiram detectar a bactéria em lavado nasofaringeo 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 diagndstico para a
bactéria, uma vez que a infec¢cdo concomitante (e, muito comum) com CAR bacillus
pode inibir a deteccdo do micoplasma. Segundo o autor, entre as amostras mais
inibidas na reacgédo, esta o BAL, mas amostras de traqueia e pulmdo também foram

inibidas embora tenham sofrido menor interferéncia.

Outro fator que deve ser considerado é a dificuldade na coleta de BAL em
camundongos, sobretudo em animais isogénicos 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 obtencéao, reforca
a ideia de que o BAL ndo apresenta vantagem metodoldgica sobre o tecido pulmonar.
Consequentemente, entre pulmdo e BAL, torna-se pertinente a opgao pelo tecido

pulmonar para utilizacdo em uma rotina de monitoramento sanitario.

GOTO e colaboradores (1994) compararam a eficiéncia da deteccdo 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
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sensivel 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 possivel explicagdo para os resultados
a existéncia de substancias 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 ndo se trata de
resultado falso positivo uma vez que o tecido pulmonar e lavado traqueobrénquico
desse mesmo animal também acusaram a presenca de material genético do patégeno
pesquisado. No entanto, a obtencdo de apenas um resultado positivo em cinquenta
amostras quando comparado aos resultados obtidos para tecido pulmonar e lavado
traqueobrénquico (de ratos), indica que apesar dos esforgcos em determinar um tipo
de amostra menos invasivo, 0 swab oral ndo cumpre o0s critérios para ser adotado
como escolha. Swabs traqueais e nasais poderiam ser investigados como outras
opcoes, 0 que é factivel para ratos, mas para camundongos, a coleta a partir de

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

Biotérios que mantém roedores alojados em racks ventiladas, tém maior
dificuldade na deteccdo de patdgenos de baixa prevaléncia. Uma amostragem que
aborde maior numero de animais deveria ser adotada, no entanto isso é inviavel do
ponto de vista ético e econdmico. Felizmente a utilizacdo de animais sentinelas surge
como uma atraente alternativa nesse contexto. Porém diversos estudos tém
demonstrado que o modelo de sentinelas por exposicdo a maravalha suja tem sido
ineficiente para a transmissao de alguns agentes patogénicos de roedores, dentre
eles: Sendai virus (DILLEHAY et al, 1990; COMPTON et al, 2004); Pasteurella
pneumotropica (HENDERSON et al, 2013); CAR bacillus (CUNDIFF et al., 1995) e
Rotavirus murino “EDIM” (COMPTON et al, 2004).

Uma estratégia que vem sendo desenvolvida por muitos grupos de pesquisa
para a deteccdo de microrganismos que ndo sao detectados através do método de
sentinelas expostas a cama suja, é a deteccdo destes pela técnica de PCR nos
sistemas de exaustao de racks ventiladas. O presente trabalho propés a deteccédo de
M. pulmonis no sistema de exaustéo das racks, através da utilizacdo de swab de ducto
central e adesao de papel filtro ao pré-filtro de exaustdo. A qualidade do DNA obtido
através do swab do ducto central de exaustdo e papel filtro aderido ao pré-filtro foi

ruim, indicando possivel presenca de substancias contaminantes. Dessa forma
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acredita-se que essa tenha sido a razdo da impossibilidade/inibicdo de deteccao do

agente através da metodologia aqui apresentada.

N&o foram encontrados na literatura publicacbes que descrevam a utilizacao
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 (KORNER et al, 2019), Virus da hepatite
do camundongo, Helicobacter spp., Entamoeba muris e Tritrichomonas muris
(BAUER, et al,2016) dentre outros sdo detectados através da PCR de particulas
depositadas no sistema de exaustdo de racks. Todos os trabalhos consultados
utilizaram fragmentos de gaze que permaneceram aderidos ao pré-filtro de exaustao
por cerca de trés semanas. Dois destes trabalhos utilizaram além da gaze, fragmentos

do proprio pré-filtro de exaustao.

Em todos os trabalhos aqui mencionados a amostragem da rack proporcionou
melhores resultados de deteccdo de patdogenos quando comparado a utilizacao de
sentinelas. De forma complementar ao que foi executado no presente estudo, seria
interessante a utilizacdo 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
deteccdo de M. pulmonis. O aperfeicoamento das técnicas de deteccdo a partir de
elementos ambientais deve ser constante para que se possa, de maneira confiavel,
reduzir ou mesmo substituir a utilizacdo de animais para fins de monitoramento
sanitario. Dessa forma, além da satisfacéo de preceitos éticos, torna-se mais viavel o
transporte desse tipo de amostras a longas distancias e cria-se a possibilidade de

atendimento de outros biotérios parceiros.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo permitiu a padronizacdo de protocolo para diagnostico de
Mycoplasma pulmonis através da técnica de PCR. Além disso foi possivel padronizar
métodos de coleta de amostras, extragdo de DNA e a propria reacdo de PCR
considerando as particularidades de cada espécime. A comparacdo entre 0S
resultados obtidos entre os diferentes tipos de amostras permitiu a elaboracdo de um
POP para deteccdo do M. pulmonis a partir de amostras de tecido pulmonar de
roedores e este documento permitird a execucdo do monitoramento sanitario para

essa bactéria no CCA.

Além da implantacdo do POP na rotina de monitoramento sanitario recomenda-

se também:

e Realizacdo de diagndstico de animais sintomaticos através de PCR a partir de

amostras de pulmdes.

e Utilizacdo de pulmdes provenientes de sentinelas que ja séo utilizadas para

monitoramento parasitologico periddico para diagndstico de Mycoplama pulmonis.

e Alerta a comunidade cientifica local sobre a presenca do microrganismo nas
colébnias e a necessidade de considera-lo na interpretacdo de resultados

experimentais.

e Finalmente, esforgos deverao ser envidados no sentido de controlar/eliminar o

agente das instalacdes animais.
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7. PERSPECTIVAS

Realizacdo de sequenciamento genético dos amplicons para validacdo da

técnica de PCR padronizada neste estudo;
Implantacao do POP elaborado;

Autonomia do CCA na realizacdo de seu monitoramento sanitario periodico com

possibilidade de atendimentos a demandas de outros biotérios;

Desenvolvimento de testes multiplex para deteccdo de mais agentes em uma

Unica reacao de PCR;

Aperfeicoamento da técnica para detec¢cdo de M. pulmonis em amostras nao

invasivas (swab oral) e ambientais;

Ampliacdo de painel molecular para diagnoéstico de patdgenos que acometem

roedores.
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APENDICES

APENDICE A — INFORMACOES SOBRE OS ANIMAIS UTILIZADOS (continua)

Animal Identifica c8o  Motivo do descarte Altera cdoclinica Sexo Idade (semanas)

Balb/c 1| Problemas reprodutivos nao F 20
Balb/c 2 | Matriz em idade avancada nao F 32
Balb/c 3 | Matriz em idade avancada nao F 28
Balb/c 4 | Matriz em idade avancgada nao F 41
Balb/c 5 | Matriz em idade avancada nao F 41
Balb/c 6 | Problemas reprodutivos nao F 22
Balb/c 7 | Problemas reprodutivos nao F 22
Balb/c 8 | Matriz em idade avancada nao F 28
Balb/c 9 | Matriz em idade avancada nao F 28
Balb/c 10 | Matriz em idade avancada nao M 60
Balb/c 11 | Matriz em idade avancada nao M 60
Balb/c 12 | Matriz em idade avancada nao M 60
C57BL/6 13 | Matriz em idade avancada nao M 40
C57BL/6 14 | Matriz em idade avancada nao M 40
C57BL/6 15 | Matriz em idade avancada nao M 40
Swiss 16 | Matriz em idade avancada nao M 38
Swiss 17 | Matriz em idade avancada nao M 38
Swiss 18 | Matriz em idade avancada nao M 38
C57BL/6 19 | Matriz em idade avancada nao F 39
C57BL/6 20 | Matriz em idade avancada nao F 39
C57BL/6 21 | Matriz em idade avancada nao F 39
C57BL/6 22 | Matriz em idade avancada nao F 39
Swiss 23 | Matriz em idade avancada nao M 37
Swiss 24 | Matriz em idade avancada nao M 37
Swiss 25 | Matriz em idade avancada nao M 37
Swiss 26 | Matriz em idade avancada nao F 39
Swiss 27 | Matriz em idade avancada nao M 37
Wistar 28 | Matriz em idade avancada nao M 28
Wistar 29 | Problemas reprodutivos nao M 20
Wistar 30 | Matriz em idade avancada nao F 28

pelos
Balb/c 31 | Alteragéo clinica arrepiados M 18
C57BL/6 32 | Matriz em idade avancada nao M 32
C57BL/6 33 | Matriz em idade avancgada nao F 32
Balb/c 34 | Matriz em idade avancada nao M 34
C57BL/6 35 | Matriz em idade avancgada nao M 35
Balb/c 36 | Matriz em idade avancada nao M 35
Balb/c 37 | Matriz em idade avancada nao M 34
Balb/c 38 | Matriz em idade avancada nao M 36
Animal nao utilizado

Fischer 39 | (reprodutor) nao M 12
Wistar 40 | Matriz em idade avancada nao M 60
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Fischer
Wistar

Fischer
Wistar
Fischer
Fischer
Fischer
Wistar

Fischer
Fischer
Wistar
Wistar
Wistar
Fischer
Wistar
C57BL/6
C57BL/6
C57BL/6

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

70
71
72
73
74
75

76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

Morte de companheiro de caixa
Morte de companheiro de caixa
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Movimentos estereotipados
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Feridas no dorso (briga)

Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Problemas reprodutivos
Problemas reprodutivos

Otite (suspeita micoplasmose)
Morte de companheiro de caixa
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada

Matriz em idade avancada
Companheiro de animal 65
(otite)

Matriz em idade avancada
Morte de companheiro de caixa
Matriz em idade avancada
Morte de companheiro de caixa

Matriz em idade avancada
Companheiro de animal 77
(otite)

Otite (suspeita micoplasmose)
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada

nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
estereotipias
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
feridas
nao
nao
nao
nao
nao
otite
nao
nao
nao
nao

nao
otite
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
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28
12
28
28
30
30
31
11
29
30
30
28
29
30
29
29
28
29
13
28
60
60
20
24
32
32
32
28
36

32
30
32
32
24
36

40
36
44
44
40
40
40
37
54
44
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Wistar
Wistar
C57BL/6
C57BL/6
C57BL/6
C57BL/6
C57BL/6
Fischer
Fischer

86
87
88
89
90
91
92
93
94

Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
Matriz em idade avancada
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28
28
33
33
35
35
36
30
30
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APENDICE B — AVALIACAO DA QUALIDADE DO DNA DE PULMAO
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(continua )
[] DNA

Amostra | Espécie Linhagem/estoque ng/uL 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
44pP rato Fischer 694,9 1,82 2,1
66P rato Fischer 565 1,85 2,13
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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
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(continua )

Amostra | Espécie Linhagem/estoque |[] DNA ng/uL 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
oL 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
451 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

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




2,15
77L rato Fischer 79,3 1,85 2,17
81L rato Fischer 1253,2 1,83 1,99
290L 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
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Objetivo

Executores:

Meédicos veterinédrios, técnicos de laboratério e auxiliares.

Execucdo da técnica de PCR (Reacgdo em Cadeia de Polimerase) para detecgao de
Mycoplasma pulmonis em ratos e camundongos criados e mantidos no Centro de

Ciéncia Animal da UFOP como parte de seu Programa de Monitoramento Sanitario.




75

T

a . l::_nlm de Cidnsia Animal
cn
g Procedimento Operacional Padrao (POP)

I} ¥ Walvarelgadn Fedeaal de Dars Prote

Titulo: Monitoramento de Mycoplasma pulmonis em amostras de

tecido pulmonar de ratos e camundongos. Codigo: CR-4
Data da Emisséo:
08/08/2020 Numero do POP: 01/2020 Pagina 2 de 17

3. Campos de Aplicagao
Este procedimento aplica-se a todos os ratos e camundongos mantidos no Setor de Criacé&o
do CCA.

4. Definigoes

. Milli-Q — &gua ultra pura

. PCR - reac&o em cadeia da polimerase que emprega enzimas termoativas em

ciclos de desnaturacéo, polimerizacéo e extencado de filamentos de DNA.

. PROTEINASE K - enzima, utilizada para degradar proteinas contaminantes

. TAQ DNA POLIMERASE - enzima que sintetiza novos filamentos de DNA a partir
de um molde de DNA (alvo) e de um par de oligonucleotideos iniciadores.

5. sSiglas
UFOP Universidade Federal de Ouro Preto
CCA Centro de Ciéncia Animal
EPC Equipamento de Protecdo Coletiva
EPI Equipamento de Protec&o Individual
PCR Reac&o em Cadeia de Polimerase
DNA Acido Desoxiribonucléico (sigla emportugués = ADN)
PBS Phosphate Buffered Saline (Tampéo Salina Fosfato)
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6. Condigoes gerais

« Treinamento das boas praticas de biosseguranca;

« Treinamento de recursos humanos quanto & amostragem de animais e execucéo
dos testes laboratoriais

« Uso regular de equipamento de protecdo coletiva (EPC) e equipamento de
protecéo individual (EPI);

« Treinamento de toda a equipe envolvida;

7. Frequéncia

Bimestral

8. Materiais e equipamentos

. Provetas de 10mL;

. Provetas de 100mL;

. Ponteiras autoclavadas

. Caneta para identificar tubos

. Tubos novos de 1,5mL livres de nucleases
. Ponteiras novas livres de nucleases

. Micropipetas automaticas de 20pl, 200ul e 1000pul

. Vortex

. Bloco térmico aquecido (a 100°C)

. Banho-maria (& 37°C)

. Microcentrifuga para tubos de 1,5mL
. Suporte para tubos de 1,5mL

. Caneta para identificacao
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. Descarte para material contaminado
. Autoclave
. Isopor contendo gelo
. Agua Milli-Q livre de nucleases

. PBS estéril

. Luvas descartaveis

. Congelador -20°C

. Tubos novos de 0.2mL de parede fina, livres de nucleases
. Suporte para tubos de 0,2mL

. Termociclador

. Solugéo tampéo da reacédo de PCR

. Taq DNA polimerase

. Proteinase K

. Cuba, forma e pente para eletroforese de DNA
. Balanca de precisédo

. Agarose

. Tampéo TBE

. Marcador de peso molecular
. Brometo de etidio

. Transiluminador ultra-vicleta
. Parafilme

. Tesoura

. Forno de microondas

. Mascara de protecdo contra raios ultra-vicleta




78

T N

B . Gonirs de Gidnsia Animal
.
‘E, 4 Procedimento Operacional Padréo (POP)

Wiatvareis g Faduanl dr Dars Prats

Titulo: Monitoramento de Mycoplasma pulmonis em amostras de

tecido pulmonar de ratos e camundongos. Codigo: CR-4
Data da Emissao:
08/08/2020 Ndmero do POP: 01/2020 Pagina 5 de 17

9. Procedimento

9.1 Preparo de Solugdes

Solucdes Estogue

TRISHCI1TM pH 7,5
Volume : 100mL

Tris-HCL: 15,76g

Ajustar pH /7.5 ¢/ HCI.
g.s.p. 100 ml ¢/ agua mili-Q.

Filtrar a solugéo em filtro de 0,45um e autoclavar.

EDTA 0,5M pH 8,0 ( Obs.: Para DNA)

Volume: 50 ml

EDTA: 9,305g (PM = 372,22)

Ajustar pH = 8,0 com NaOH pellet ou concentrado até dissolver.
Apos dissolucéo, terminar de ajustar com NaOH conc. até pH 8,0.
d.s.p. 50 ml ¢/ dgua mili-Q.

Filtrar a solucdo em filtro de 0,45um e autoclavar.

N-LAURIL SARCOSINA 2%
Volume 100mL

N-lauril sarcosina: 2g

Diluir em 100mL de agua mili-Q.

Filtrar a solucé@o em filtro de 0,45um e autoclavar.
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TBE 5X ( TAMPAO DE CORRIDA )
Volume: 2 litros

Tris base: 108g

Acido bérico: 55g

EDTA 0,5M pH 8,0: 40 ml ( pesar 7.444g )
g.s.p. com agua mili-Q. 2000 ml
Dissolver, filtrar e autoclavar.

Solucgéo de lise nuclear

Preparo de 250 L por amostra, preparar sempre 10mL
TrisHCI 50mM pH7,5

EDTA 1mM pH8,0

1% de N-lauril sarcosina

. TrisHCI 1M x X = Tris HCI 0,05M x 10mL
TrisHcl = 0,5mL ou 500 pL

. EDTA 0,5M x X = EDTA 0,001M x 10mL
EDTA =0,02mL ou 20 pL

. N-lauril sarcosina 2% x X = N-lauril sarcosina 1% x 10mL

N-lauril sarcosina = 5mL

Portanto, pipetar:
- 500 pL de TrisHel TM pH 7.5
-20 yL de EDTA 0,5M pH 8,0




80

il

n
i,
u
]

F Untersias o Fedecal e Dar Frets

T

— -
Gentra de Cigmsia Animal

Procedimento Operacional Padréao (POP)

Titulo: Monitoramento de Mycoplasma pulmonis em amostras de
tecido pulmonar de ratos e camundongos.

Caodigo: CR-4

Data da Emissao:

08/08/2020

Numero do POP: 01/2020 Pagina 7 de 17

- 5mL de N-lauril sarcosina 2%

Adicionar esses volumes em um balao de 10mL e completar com agua mili-Q autoclavada

Transferir em seguida para um tubo falcon de 10mL autoclavado

DIA 1

9.2 Extracédo de DNA

. Descongelar as amostras acondicionadas a -80°C em gelo. Selecionar até 18
amostras por procedimento de extracdo (o limitante serd a seguranca em realizar o
procedimento e a quantidade de reagentes);

. Pesar o tecido em eppendorf de 1,5mL (+ou- 0,05g). Anotar o peso exato;

. Enumerar os tubos eppendorfs 1,5mL estéreis e colocar na capela para radiacéo UV
(15min);

. Ligar o banho-maria a 37°C;

. Colocar na capela pedacos de gaze autoclavados e adicionar agua sanitaria (para

limpeza dos dedos entre a manipulacéo de um tubo e outro);
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. No caso de tecido, fazer cortes bem finos com tesoura pequena (utilizar uma tesoura
diferente para cada amostra, se ndo for possivel ter o cuidado de limpa-la com alcool 70%
entre um tecido e outro);
. Adicionar 250 pL do tampé&o TrisHcl 50mM ph7.,5; EDTA 1mM pH8,0; 1% de N-lauril
sarcosina aos tubos contendo amostras. Pode ser com a mesma ponteira para todos os
tubos tendo-se o cuidado de ndo a encostar nas paredes.
. Fechar os tubos e homogeneizar por inverséo 10 vezes;
. Adicionar pela parede do tubo 25 pL de solugcéo de proteinase K 20mg/mL. Utilizar
uma ponteira para cada tubo;
. Incubar overnight no banho-maria a 37°.
DIA 2
. Ligar a capela e acender a luz UV por 15 minutos. Colocar pedacos de gaze

autoclavados e adicionar agua sanitaria;

. Checar se toda amostra foi digerida corretamente (homogeneizar num vortex e

visualizar um homogenato);

. Ajustar a temperatura do banho-maria para 55°C;
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. Dentro da capela, adicionar 600pL de Solucédo de Lise Nuclear (SLN - kit), dispensar

o liquido da pipeta fazendo pressé&o, para auxiliar no processo de digestéo, e deixar por 30

min. no banho-maria a 55°C;

. Vortexar os tubos e adicionar pela parede 3 pL da Solugcdo de RNAse ao lisado

nuclear, vertendo o tubo 5 vezes para homogeneizacéo. Utilizar uma ponteira por tubo;

. Incubar a mistura a 37°C por 30 minutos (no banho seco);
. Resfriar a temperatura ambiente por 5 minutos antes de continuar a extracao
. A temperatura ambiente, adicionar 200 L de Solucéo de Precipitacéo Proteica (SPP),

dispensar o liquido da pipeta com pressao e homogeneizar vigorosamente ne vortex por 20

segundos;

. Deixar as amostras no gelo por 5 minutos;

. Centrifugar por 4 minutos a 13.000 x g. O precipitado proteico formara um pellet claro;
. Cortar as pontas das ponteiras com cuidado e limpando a tesoura a cada ponteira;

. Remover cuidadosamente com a pipetadora automatica o sobrenadante contendo o

DNA e transferi-lo a um tubo eppendorf de 1,5 mL contendo 600 pL de isopropanol &

temperatura ambiente;
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. Homogeneizar a solucédo por inversdo por 1 a 2 minutos. Procurar observar uma
massa visivel turva de DNA;
. Centrifugar por 2 minutos a 13000G & temperatura ambiente. O DNA ficara visivel
como um pellet claro;
. Retirar o sobrenadante com pipetadora automéatica tendo muito cuidado;
. Adicionar aos tubos 600 pL de alcool 70%;
. Centrifugar por 2 minutos a 13000 x g a temperatura ambiente;
. Aspirar cuidadosamente o etanol com pipetadora automatica;
. Dobrar um quarto de folha de papel toalha absorvente, formado um “caldinho” Inverter

os tubos em cuidadosamente para retirar o alcool. Deixar os tubos abertos dentro do fluxo

laminar para secar os pellets por 15 minutos;

. Adicionar 100 pL de Solugdo de Reidratacdo de DNA e incubar overnight a

temperatura ambiente;

9.3 Avaliacédo de Qualidade do DNA

Leitura em Nanodrop

. Ligar o computador;




84

T

r s E:ma de Cidmzia .lnim_:l
L N
'q y Procedimento Operacional Padrao (POP)

L ¥ Unlmrsidade Fedeaal de Byra Preds

Titulo: Monitoramento de Mycoplasma pulmonis em amostras de

tecido pulmonar de ratos e camundongos. Codigo: CR4
Data da Emisséo:
08/08/2020 Numero do POP: 01/2020 Pagina 11 de 17
. Limpar a bancada e pipeta de 10 gL com hipoclorito e alcool 70%;
. Homogeneizar as amostras levemente no vortex;
. Abrir o programa “Nanodrop” na area de trabalho;
. Selecionar “Nucleic Acid”™;
. Criar uma nova pasta;
. O programa pede verificacéo de rotina (o braco do nanodrop deve estar abaixado);
. Pipetar 2 pL de agua de reidratac@o e selecionar “Blank”;
. Pipetar 2 puL da primeira amostra e requisitar a dosagem:
. Limpar bem e delicadamente o local onde se aplica a amostra com um lenco de papel
macio;
. Repetir os passos 9 e 10 até que todas as amostras sejam mensuradas.
. Registrar em planilha prépria a caneta e depois colar o documento no caderno do

mestrado para registro.
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9.4 PCR
9.4.1 Preparo do mix de reagentes
. Ligar o DNA Workstation, limpar com alcool 70%, colocar a quantidade de tubos

necessarios, as ponteiras e caneta de identificacéo e acender a luz UV por 15 minutos.

. Colocar dentro da Workstation os reagentes que comp&e o mix;

. Identificar os tubos de acordo com as amostras que serdo testadas, reservar um

tubo para controle positivo e outro para controle negativo.

. Fazer o calculo de preparo do mix suficiente para o numero de amostras, tubos

de controle positivo e negativo e trés tubos de reserva (margem de seguranca)

respeitando a seguinte proporgéo:

Go taq buffer  5x 4ul
Primer F 10uM 1ul
PrimerR 10uM 1ul
DNTPs 2uM 0,4ul
Taq 5U/ pL 0,25ul
H20 12,35ul
Template 1ul

TOTAL 20puL por tubo
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. Distribuir 19 puL do mix em cada um dos tubos previamente identificados.
9.4.1 Adicdo de amostras aos tubos de PCR
. Pipetar 1 pL de cada amostra nos tubos previamente identificados e contendo o
mix, ndo esquecer de pipetar;
. Pipetar 1 uL do controle positivo no tubo correspondente e 1 ulL de agua
ultrapura no tubo de controle negativo
9.4.2.Programacgéo do termociclador
. A programacé&o do termociclador deve obedecer aos seguintes parametros:

94°C 5 minutos

94°C 30 segundos

57°C 30 segundos 30 ciclos
72°C 30 segundos

72°C 7 minutos

4°C infinito
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9.5 Eletroforese
. Preparo do gel de agarose 2,0 % com o volume adequado & cuba de corrida utilizada;
. O brometo de etidio foi utilizado como corante e era acrescentado na solucéo ainda

quente de agarose na proporgao de 2,5 ulL para cada 60 mL do tampéo TBE 1X

. Colocar a solucédo ainda quente na cuba adequada com o pente. Aguardar até o gel
endurecer;
. Remover o pente, colocar a cubeta na cuba de eletroforese e preenché-la com TBE

1x até submergir o gel;

. Se o tampao GoTaq nao tiver sido utilizado na reacéo de PCR, deve-se utilizar um
agente para dar cor as amostras e facilitar a aplicacdo no gel. Neste caso, proceder da
seguinte forma: Com o auxilio de uma caixinha de pipetas vazias e um pedaco de parafiime
colocar 1 - 2 YL do Safer Dye — Loading Buffer para cada 5 - 10 UL de cada amostra, inclusive
para o padrdo de peso molecular (lader). Homogeneizar no momento de transferir para o gel;

. Colocar 2 UL do lader (preferencialmente o de 100 pb) na primeira canaleta;
. Colocar cada amostra em uma canaleta bem como o controle positivo e o controle

negativo, ndo esquecer de fazer um mapa com as posicdes de cada amostra no gel para

posterior referéncia;
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. Fechar a ligar a cuba & fonte com uma voltagem de 90-100V por aproximadamente
30 minutos;
. Apods o tempo estipulado, parar a corrida, desligar a fonte e levar a amostra ao

transiluminador UV. Tirar uma foto do gel com celular. Caso as bandas nao estejam
separadas o suficiente, retornar o gel & cuba e ligar novamente a fonte pelo tempo

necessario;

. Apo6s o término da revelacdo, descartar o gel e as pipetas utilizadas em local
adequado, transferir a solugéo de TBE no frasco identificado como TBE 1X reuso, lavar as
cubas com agua corrente, colocar para secar e limpas as bancadas com é&lcool e papel
toalha.

10. Responsabilidades

Os colaboradores, apds treinamento, verificardo e garantirdo o cumprimento das normas

estabelecidas neste procedimento.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada * Padronizagdo de Reacao em Cadela de Polimerase (PCR} em Tempo Real para Deteccdo de
Patdgenos Respiratérios de Roedores como Parte do Programa de Manitoramento Sanitario do Centro de Ciéncia Animal da UFOPR",
protocolada sob o CEUA n 1756060618 yooooess), sob a responsabilidade de Cladudia Martins Carneire ¢ eguipe; Patricia Andrade
Guimardes Mitre; Mariana Boechat de Abreu; Breno de Mello Silva; Karina Barbosa de Quelroz - que envolve a producdo,
manutencdo efou utilizacdo de animals pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o homem), para fins de pesqulsa
cientifica ou ensina - esta de acordo com os preceitos da Lel 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem coma com as normas editadas pele Conselho Nacional de Centrole da Experimantacdo Animal [CONCEA), & fol
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Quro Preto (CEUA/UFOP) na reunido de
15/06/2018.

We certify that the proposal * Standardization of Real-Time Polymerase Chain RBeaction {PCR) for Detection of Rodent Bespiratory
Pathogens as Part of the Sanitary Monitoring Program of the Centro de Ciéncia Animal da UFOP®, utilizing 40 lsogenics mice (males
and females), 20 Heterogenics mice (males and females), 20 lsogenic rats {males and females), 20 Heterogenics rats (males and
females), protocol number CEUA 1756060618 oo onsosy, under the responsibility of Claudia Martins Carnelro and team, Patricia
Andrade Guimardes Mitre; Mariana Boechat de Abrew; Breno de Mello Silva; Karina Barbosa de Queiroz - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for sclentific reseanch purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of july 15, 2008, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Comnmittee on Animal Use of the Ouro Preto Federal University (CEUAJUFOP] in the meeting of 06/15/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 072018 a 0772019 Area: Clénclas Bioldgicas

Origem: Centre de Cléncia Anlmal

Espécie: Camundonges isogénicos sexp: Machos e Fémeas idade: 3 a60semanas N: 20
Lnhagem: Balb'c Pesg: 2086049

Origem: Centro de Ciéncia Animal

Espécie: Camundonges isogénicos sexno: Machos e Fémeas idade: 3 a6l semanas N 20
Linhagem: CS57BLS Pesp: 20a60g

Origem: Centro de Ciéncia Animal

Espécie: Camundongos heterogénicos sexn: Machos e Fameas idade: 3 a 60 semanas N: 20
Linhagem: Swiss Peso: 20a604g

Origem: Cenptro de Ciéncia Andmal

Espécie: Ratos isogénicos sexn:  Machos e Fémeas idade: 3 a 60 semanas N: 20
Linhagem: Fisher Peso: 40as500g

Origem: Centro de Ciéncia Anlmal

Espécie: Ratos heterogénicas sexo: Machos e Fémeas Idade: 3 a &0 semanas N: 20
Linhagem: Wistar Pese: 40a500g

Local do experimento: Centro de Ciéncla Animal da UFOP

Ouro Preto, 19 de junho de 2018
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