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Diagnostico patoldgico da micoplasmose respiratoria murina em Rattus norvegicus

Pathological diagnosis of murine respiratory mycoplasmosis in Rattus norvegicus

Maria Lucia Barreto?, EImiro Rosendo do Nascimento?, Rosaura Presgrave?, Carlos Augusto de Martino
Campos*, Maria da Graga Fichel do Nascimento® & Gilberto Brasil Lignon®

RESUMO

O uso de animais em experimentos biomédi cos com padr&o genético e sanitario definido fornece ao pesquisador,
modelos importantes para a compreensdo de mecanismos biolégicos. Entretanto, nesses modelos os ratos podem se
infectar por agentes patogénicos, como os Micoplasmas, os quais introduzidos na criacdo, afetam a producédo e os resulta-
dos experimentais. Este estudo foi desenvolvido em ratos, positivos para Mycoplasma pulmonis, obtidos de dois biotérios,
um em Niterdi e outro no Rio de Janeiro. Um foi classificado como convencional controlado e o outro como convencional.
O objetivo foi caracterizar as|esdes encontradas em pulmdes e traquéias de animais que apresentavam sintomas de doenca
respiratéria e baixa produtividade. No biotério convencional controlado foram necropsiados 16 ratos da linhagem Wistar-
Furth e no hiotério convencional, 12 ratos da linhagem Hooded Lister. As amostras de pulmao, traquéia e Gtero foram
submetidas a andlise anatomopatol 6gica. No exame anatomopatol égico, 0s animais estudados apresentavam graus varia-
dos de lesBes, basicamente, nos pulmdes e na traquéia. Dentre os diferentes graus de lesdes macroscopicas observados
nesses 0rgaos, as lesdes discretas (46,43% e 25,00%, respectivamente) e acentuadas (46,43% e 32,15%, respectivamente)
foram as mais encontradas em ambos 0s 6rgaos enquanto que, No exame microscopico, as lesdes mais encontradas foram
as acentuadas nos pulmdes (64,70%) e, discretas (41,18%) e moderadas (41,18%) nas traquéias. Para os padrfes sanitarios
mencionados e, na auséncia de outros métodos, o exame anatomopatol égico pode ser utilizado para o diagnéstico da
Micoplasmose Respiratoria Murina.

Descritores. Mycoplasma pulmonis, ratos, Micoplasmose RespiratGria Murina.
ABSTRACT

Animalsof known genetic and sanitary backgrounds areimportant modelsfor usein biomedical experimentsfor
the study of biological mechanisms. However, rats as one of these models can become infected by specific pathogens, such
as Mycoplasma sp., which may compromise animal production and experimental results. This study was conducted on rats
positivefor Mycoplasma pulmonisfrom two premiseslocated, respectively, in Niter6i and Rio de Janeiro, R}-Brazil. Onewas
classified as conventional controlled and the other, conventional. The main objective was to characterize the lesions in
trachea and lungs of infected animals, which presented symptoms of respiratory disease and low rate of production. In the
conventional controlled premises, 16 rats of Wistar-Furth strain were necropsied while in the conventional premises, the
necropsieswere doneon 12 rats of Hooded Lister strain. Gross examination and collection of samplesfor histopathological
examination were performed in the lungs, tracheaand uterus of the studied rats. Among the different degree of grosslesions
in lungs and trachea, the discrete (46.43% and 25.00%, respectively), and the accentuated pattern (46.43% and 32.15%
respectively) were mostly found in both organs. Under microscopy, the accentuated lesions were mostly present in the
lungs (64.70%) while in the trachea they were split into discrete (41.18%) and moderated (41.18%). For these mentioned
sanitary patterns, and in the absence of other methods, the pathol ogic examination was found to be useful for the diagnosis
of Murine Respiratory Mycoplasmosis.
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INTRODUCAO

O uso de animais em experimentos biomédicos
com padré&o genético e sanitério definido datadoiinicio
do século XX [13]. Entretanto, nesses model 0s, osra-
tos podem se infectar por agentes patogénicos que
afetam a producdo e os resultados experimentais.

O Mycoplasma pulmonis é o agente etiol 6gico
damicoplasmaoserespiratériamurina(MRM) que aco-
mete com fregiéncia animais de laboratério, princi-
palmente ratos e camundongos [ 7,14-16,23].

A MRM tem sido encontradaem col 6nias con-
vencionais e em colbénias com barreiras [8,10]. Em
suaformainaparente, pode produzir interferénciasnos
resultados experimentais af etando significativamente
os dados obtidos [7,17,29]. A transmisséo do M.
pulmonis ocorre na forma vertical ou horizontal
[22,25,30]. A aderénciado micoplasmaascélulashos-
pedeiras produz lesbes pel o uso dos componentes ce-
lulares e/ou liberacao de substancias metabdlicas té-
xicas[3,14,18,20,24].

Nosbhiotérioshrasileiros, o diagnosticodaMRM
sempre foi dado, presuntivamente, através dos sinto-
mas e aspectos macroscopicos dos pulmdes. Entre-
tanto, Mycoplasma spp ja foram isolados de ratos
acometidos de pneumoniaou de processos i nflamato-
rios articulares [26]. Sendo posteriormente, M.
pulmonis e M. arthritidis, isolados de ratos e camun-
dongos oriundos de coldnias convencionais, em Sao
Paulo [31].

No Rio de Janeiro, emboraem muitos Biotérios
ja se tenham encontrado |esBes macroscopicas sugesti-
vas de micoplasmoseg, o trabalho deisolamento e carac-
terizacdo ocorreu pelaprimeiravez em 1996 [ 2], sendo o
teste de EL1SA desenvolvido e utilizado aseguir [4].

Este trabalho teve como objetivo a caracteri-
zacao das lesdes de MRM, com énfase as manifesta-
¢Oes respiratérias dessa micoplasmose.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados 28 ratos de dois biotérios do
Estado do Rio de Janeiro, sendo 16 de um biotério de
criagdo convencional controlado e 12 de um biotério
convencional.

No biotério convencional controlado foram
selecionados 16 animais (10 fémeas e seis machos)
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da linhagem Wistar-Furth com idades entre seise 12
meses, que vinham apresentando sintomas respiraté-
rios. Embora tenha sido coletado material do ouvido
médio, através de lavagem, de parte desses animais,
apenasum delestinhasinaisdelabirintite. No biotério
convencional, foram selecionadas 12 fémeasdalinha-
gem Hooded Lister, com idades entre 10 e 12 meses,
gue também apresentavam sintomas de doenca respi-
ratGria como espirros, secrecdo nasal e ocular. Os
mais afetados apresentavam perda de peso, pélos ar-
repiados e baixa produtividade.

Coleta das amostr as

Os animais, ap0s anestesia com pentobarbital
sbédico (0,06mg/g) [6], foram sangrados, por via
intracardiaca, usando-se tubo vacuntainer® paraa ob-
tencdo do soro. Posteriormente foram sacrificadoscom
overdose do anestésico e necropsiados em condicdes
assépticas. Para cultivo de micoplasma foram
coletados fragmentos de pulmdes e traquéia, lavados
de traquéia e ouvido dos animais do biotério conven-
cional controlado e fragmentos de pulmdes, traquéia,
Utero, ovario e swab de orofaringe dos animais do
biotério convencional.

Para 0 exame histopatol 6gico, foram utiliza-
dos fragmentos de traquéia, pulméao e Utero os quais
foram fixados em formol a 10% tamponado.

Anatomopatologia

M acroscopia: As lesBes macroscopicas foram des-
critas para todos os 6rgaos examinados. As lesdes
macroscdpicas encontradas nesses 6rgaos foram gra-
duadas da seguinte forma: Pulmé&o - (0), sem les&o;
(2), lobo de consisténciafirme e cor vermelho-escura
(hepatizacdo vermelha); (2), lobo de consisténciafir-
me e cor vermelho-escura (hepatizagdo vermelha) e
areas em depressao de cor acinzentada; (3), lobo de
consisténcia firme e cor cinza-escura (hepatizacéo
cinza), areas em depressdo de cor acinzentada e n6-
dulos amarelos de diferentes tamanhos (broncoec-
tasia). Traquéia- (0), sem lesdo; (1), presencadiscre-
ta de exudato limpido; (2) presenca moderada de
exudato, limpido; (3) presenca acentuada de exudato
mucopurulento.

Microscopia: Apos a fixagcdo em formol a 10%
tamponado, todos os tecidos foram clivados, embehi-
dos em parafina, cortados (5mm) e corados por
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hematoxilina e eosina (HE), de acordo com pratocolo
padrdo. Os tecidos foram examinados, microscopica
mente, para verificacdo da presenca de lesdes com-
pativeis com aMRM, as quais foram fotografadas. A

graduagdo das |esdes microscopicas foi feita somente
parapulmdesetraguéia[28]: Pulméo - (0), sem lesdo;

(2), levehiperplasiadotecido linfocitario peribronquial

(BALT) ouleveinfiltrado linfocitério peri-vascular; (2),
moderadahiperplasiadotecido linfocitario peribronquia

(BALT) e/lou moderado infiltrado linfocitério peri-
vascular; (3), acentuada hiperplasia do tecido
linfocitario peribronquia (BALT) eacentuadoinfiltrado
linfocitario peri-vascular e bronquectasia. Traguéia -
(0), sem lesdo; (1) discreto infiltrado linfocitério na
submucosatraqueal; (2) moderadoinfiltrado linfocitério
nasubmucosatragqued; (3) intensoinfiltradolinfocitério
na submucosa traqueal .

Andlise estatistica

Asdiferencas de proporcdes entre o diagnostico
macroscopico e microscopico para os diferentes graus
de lesdes foram feitas pelo teste de Qui-quadrado [21].

RESULTADOS

Os animais examinados apresentavam, como
sintomas clinicos mais evidentes, perda de peso, pruri-
do cuténeo intenso, pélos arrepiados e espirros fre-
guentes. Adicionalmente, foram vistossinaisdelabirin-
tite, no biotério convencional controlado e, baixa pro-
dutividade no biotério convencional.

Os diferentes graus de lesBes macroscopicas
observadas nos pulmdes e natraguéia dos 28 animais
estudados séo mostrados na Tabela 1 e nas Figuras
1A e 1B, respectivamente. Aslesdes discretas e acen-
tuadas foram as mais encontradas em ambos os 6r-
gaos. Nos pulmdes foram encontradas 46,43% (13/
28) de lesbes discretas e acentuadas. Em traquéias, o

indice delesbes acentuadasfoi de 32,15% (9/28), o de
lesbes moderadas foi de 3,6% (1/28) e o de lesdes
discretas foi de 25,00% (7/28).

As lesbes encontradas nos pulmdes, em um
ou maislobos, consistiam de areas firmes com colora-
¢ao variando do vermelho escuro (hepatizagéo pul-
monar) ao acinzentado e nddul os amarel ados de dife-
rentes tamanhos. Nas traquéias foram encontradas
guantidades variaveis de muco, asvezestrangllcido e
as vezes mais esbranquigado. Cinco animais apresen-
taram exudato claro no Utero.

Os resultados da andlise microscdpica encon-
tram-se na Tabela 1 e nas Figuras 2A e 2B. Dos 28
ratos apenas 17 foram analisados microscopicamente
etodos os animai s analisadostinham | esbes macrosco-
picas no pulma&o. O coeficiente de |esbes acentuadas,
encontrado nos pulmdes (64,70%) foi maior do que o
das traquéias (17,64%).

Em 35,30% dos pulmdes foram encontradas
lesbes moderadas que se caracterizavam por modera-
dahiperplasiadotecidolinfocitério peribronquia (BALT)
(Figura3A) e ou moderado infiltrado linfocitério peri-
vascular. Em 64,70% dos pulmdes as|esbes eram acen-
tuadas e caracterizavam-se por intensa hiperplasia do
tecido linfocitério peribronquial (BALT) (Figura3B) e
acentuado infiltrado linfocitério peri-vascular e
broncoectasia (Figura 3C). Em 41,18% das traquéias
analisadas foram encontradas |esdes discretas carac-
terizadaspor um leveinfiltrado linfocitario nasubmucosa
traqueal (Figura4A). A mesma proporcéo detraguéias
(41,18%) mostrou lesbes moderadas e apresentando
infiltrado linfocitario moderado nasubmucosatragueal
(Figura 4B). Em 17,64% das traquéias as lesbes eram
acentuadas com infiltrado linfocitéario intenso na
submucosa (Figura 4C) e perda de cilios. Em 25% (3/
12) dos Uteros analisados no bi otério convencional, ob-
servou-se discreto infiltrado de polimorfonucl eares.

Tabela 1. Graus de Les6es Respiratorias (pulmdes e traquéia) nos Ratos Estudados.

LesOes respiratorias

Graus Macroscoépica Microscoépica
Pulméo Traguéia Ambos Pulmao Traguéia Ambos
1 02/28  (7,14)* 11*/28 (39,29) 13/28  (46,42)  00/17 (0,00) 00/17  (0,00) 00/27  (0,00)
2 13/28  (46,43) 07/28  (25,00) 20/28  (71,42)  00/17 (0,00) 07/17 (41,18) 7/17 (41,18)
3 00/28 (0,00) 01/28 (3,60) 01/28 (3,60) 06/17  (35,30) 07%17 (41,18) 13/17 (76,47)
4 13*/28 (46,43) 09/28  (32,15) 22/28  (78,27) 11*17  (64,70) 03*17 (17,64) 14/17 (82,35)

1-Sem Lesdo; 2 - Discreto; 3 - Moderado e 4 - Acentuado; * (%) - percentual de lesGes respiratdrias; ** Contém fémeas do biotério convencional, que
apresentaram les@es discretas na analise microscépica e isolamento positivo em espécimes do Utero.
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Figura 1. Graus de lesBes Macroscépicas Observadas no Pulmdes (A) e na Traguéia (B).
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Figura 2. Graus de lesBes Microscopicas Observadas nos Pulmdes (A) e na Traquéia (B).

Em relacdo as lesdes respiratérias, irrestrita-
mente, aos pulmdes ou traquéias (Tabela 1), as pro-
porc¢des entre os graus de lesBes utilizados para o di-
agnostico pela macroscopia e microscopia diferiram
significativamente (p<0,01). Sendo amaior contribui-
¢80 do Qui-quadrado observado para o grau acentua
do seguido pelo discreto e moderado.

Os mesmos espécimes agui estudados foram
submetidas, aos testes deisolamento [1] e ELISA [4],
com vistas ao diagndstico etiol 6gico, sendo todos os
resultados positivos para Mycoplasma pulmonis.

DISCUSSAO

Osanimais utilizados neste trabal ho eram pro-
venientes de biotérios convencionais e apresentavam
sintomatol ogia sugestivade MRM, conforme descrito
[5,12,14,19]. Como este trabalho teve por objetivo a
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caracterizacdo das lesBes, ndo houve necessidade de
um ndmero exaustivo de animais, uma vez que a
preval éncia dessa doenca em biotérios convencionais
€ de 100% [11]. Neste caso 0 nimero de animais uti-
lizados parao diagndstico satisfez as exigéncias epide-
mioldgicas[21].

As lesBes macro e microscopicas encontra-
das estéo de acordo com a descri¢éo feita anterior-
mente [5,12,14]. As caracteristicas genéticas, a ida-
de, fatores ambientais [28] e a cepa do M. pulmonis
[11] podem ter influenciado as|esbes histopatol gicas
encontradas. Segundo outros autores [9-11, 28] asle-
sBes macroscopicas sdo contraditérias mesmo em
animais convencionais e as lesdes microscopicas po-
dem ser encontradas quando néo ha lesdes macroscod-
picas [5,9]. Por estes motivos, os resultados da
hi stopatol ogiapermitem o diagndstico presuntivo, que
deve ser confirmado por isolamento do agente e/ou
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Figura 3. Aspecto histolégico do pulméo mostrando a preFigura 4. Aspecto histolégico da traquéia mostrando a pre-
senca de: [A] moderada hiperplasia do tecido linfocitarieenca de: [A] discreto infiltrado linfocitario na submucosa
peribronquial - BALT (seta longa); exsudato detraqueal (seta). HE (100 x). [B] moderado infiltrado linfocitario
polimorfonucleares na luz dos bronquios (seta curta). HEeta longa) e edema na submucosa traqueal (seta curta).
(100 x). [B] acentuada hiperplasia do tecido linfocitarioHE (100 x). [C] acentuado infiltrado linfocitario na
peribronquial - BALT (seta). HE. (100x). [C] acentuadosubmucosa traqueal (seta grossa) e epitélio ciliar normal
infiltrado linfocitario perivascular (seta). HE. (100x). (setafina). HE (200 x).

testes soroldgicos, embora, neste trabalho, a analigessivelmente foi favorecido, pela idade dos animais
histopatoldgica tenha mostrado 100% de sensibilidatilizados, por fatores ambientais e pela infeccao in-
de, quando comparado com 95% obtido no ELISA [4fensa que acometia esses ratos, sendo compativel com
e 57,14% obtido no isolamento [1]. Este coeficienteutro relato [27]. Para os padrdes sanitarios mencio-

85



Barreto M.L., Nascimento E.R., Presgrave R., Campos C.A.M., Nascimento M.G.F. & Lignon G.B. 2003. Diagnéstico patol6-
gico da micoplasmose respiratdoria murina em Rattus norvegicus. Acta Scientiae Veterinariae. 31: 81-87.

nados nesse trabalho e, na auséncia de outros méto-  dade de patdgenos responsaveis por infeccdes
dos, o exame anatomopatol égico pode ser utilizadopara  inaparentes, estarem interferindo em resultados expe-

o diagnostico daMRM. rimentais com esses animais e tornando anti-econé-
No Brasil, 0 uso de ratos de colGnias conven-  mica a manutencéo dessas criages, pela queda de
cionaisem pesquisas éfrequente, havendo apossibili-  producéo e a alta taxa de mortalidade.
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