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RESUMO: Ratos e camundongos de três biotérios com e 

un sem barreiras microbianas foram bacteriologicamente 

estudados quanto à presença de micoplasma, através da 

perfusão de pulmão com lavado traqueobrônquico e la

vado de ouvido. Caracterizou-se a presença destas bac

térias pela formação de colônias em "ovo frito", colo

ração de Dienes, resistência à digitonina, catabo- 

lismo da glicose, hidrólise da arginina, redução do 

tetrazólio e produção de filme e manchas. A identifi

cação das cepas isoladas foi através da inibição de 

crescimento. No biotério com barreiras microbianas, os 

micoplasmas não foram detectados. Entretanto, isolou- 

se Mycoplasma pulmonis e Mycoplasma arthritidis em biotérios 
sem barreiras. Nas instalações sem barreiras microbia

nas com amostragem representativa, detectou-se M. 
pulmonis em 20X dos camundongos Swiss, 14,28% na linha

gem C^B1/6J e em 83,78X na amostragem dos ratos. 

Encontrou-se M. arthritidis em 5,4X dos ratos, através da 

lavagem de ouvido. Ambas as espécies estavam presentes 

em 2,7X dos ratos. Os anti-soros utilizados não iden

tificaram una cepa isolada de hamster. M. pulmonis foi 

identificado em ratos de un grupo de animais proceden

tes de outros 2 biotérios. A taxa de infecção por mi

coplasma não pôde ser estabelecida porque os ratos e 

comundongos foram especialmente selecionados para a 

pesquisa de micoplasma devido a sua origem a aspectos 

clínicos. Os autores sugerem que a pesquisa de mico

plasma em animais de laboratório seja freqüente, com

amostragem representativa e com a identificação destes 

microrganismos para o aprimoramento de seu controle.

UNITERMOS: Mycoplasma, animais de laboratório; Ca- 

mundongos; Ratos

INTRODUÇÃO

Ratos e camundongos são hospedeiros naturais de 

algunas espécies de micoplasma. Estes animais, quando 

em condições artsientais ou experimentais desfavoráveis 

ao seu equilíbrio orgânico, desenvolvem a micoplasmose 

murina. Os sintomas desta doença ou outras alte

rações orgânicas provocadas pelos micoplasmas interfe

rem nos resultados de investigações na área biomé- 

dica. Desta maneira, compromete-se o investimento

aplicado na pesquisa e produção animal 
1,3,4,5,7,13,16,20,24,15,28,30,32,35

A transmissão dos micoplasmas entre ratos e ca- 

mundongos ocorre no acasalamento, durante a amamenta

ção e/ou através de aerossóis formados por espirros de 

animais doentes, a una distância de até 120 centíme

tros. Esta situação preocupa bioteristas e pesquisado

res de diversas instituições nacionais e internacio

nais. Portanto, o aprimoramento de biotérios é perma

nentemente necessário para o controle de microrganis
mos indesejáveis w C » .  14.15.19.21.29.»

Muitos biotérios nacionais possuem instalações

para a produção de animais convencionais mas são raros

os biotérios que possuem barreiras microbiológicas
12 34

efetivamente controladas '

No Brasil, ROSSINI et al. 26>27, 1985, 1983 e 

YIDA 36 em 1987, caracterizaram a presença de mico

plasma em ratos e camundongos 26,27,36^ nôo 

identificaram as amostras isoladas e não relacionaram 

os resultados com as instalações dos biotérios de que 

os animais procediam. Entretanto, sugeriram a presença 

de Mycoplasma pulmonis e Mycoplasma arthnàdis pelas carac
terísticas das provas diferenciais, pela origem do ma

terial biológico e os aspectos clínicos dos animais.

No sentido de colaborar para a divulgação nacio

nal no controle de microrganismos indesejáveis em ani

mais de laboratório, ratos e camundongos de diferentes 

biotérios, foram pesquisados quanto à presença de mi

coplasma, através de métodos bacteriológicos. Na ocor

rência do isolamento de micoplasma, as amostras foram

identificadas através da prova de inibição de cresci-
3 17

mento, conforme recomendações internacionais '
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MA TERIAL E  MÉTODO

1 • Biotérios - Animais

Biotério A - Biotério de eriaçêo de ratos, camundon-

gos e hamsters. Biotério convencional sem barreiras 
34

microbianas . A pesquisa de micoplasma nunca foi

realizada. Amostragem estatisticamente representativa
18

. Eventuais sintomas não revelados devido à amostra

gem estabelecida. Núnero de animais em criação: camun- 

dongos Cj^B1/6-525; Suiss - 456; ratos: Uistar - 516; 

hamsters - 898.

Biotério B - Biotério de experimentação de ratos e

camundongos. Biotério convencional sem barreiras mi- 
34

crobianas . Os animais enviados para a pesquisa de

micoplasma desenvolviam sintomas clínicos indefinidos.

Pesquisa de micoplasma realizada há 5 anos com a cons- 
26 27

tatação de Mycoplasma sp ' . Número total aproximado

de ratos e camundongos - 800 (em experimentação).

Biotério C - Biotério de criação de ratos. Biotério
34

convencional sem barreiras microbianas . Os animais 

enviados para a pesquisa de micoplasma apresentavam 

sintomas típicos da micoplasmose murina como: alte

rações respiratórias, espirros e/ou labirintite. 

Animais sem sintomas deste grupo, mas mantidos nas 

mesmas caixas dos doentes, tanfcém foram processados. 

Neste grupo existiam animais adultos e senis. Na úl

tima pesquisa de micoplasma, realizada há 5 anos, 

caracterizou-se Mycoplasma sp 26,27^ Número total 

aproximado de animais existentes - 1500.

Biotério D • Biotério de criação de camundongos

isogénicos. Instalações com barreiras microbianas
23 34

' . Animais processados para a pesquisa de mico

plasma desde a fundação (1986). As matrizes procediam 

de biotérios europeus com barreiras microbiológicas e

com certificado sanitário (animais SPF - Specific 
34

Pathogen Free) . Total de animais existentes - 3000 

(sem considerar o desmame). Atualmente apenas a expan

são (colônia de produção) é periodicamente avaliada 

para a pesquisa bacteriológica de micoplasma.

2 - Coleta de material clínico:

. Técnica adaptada por YIDA ^  (1987).

. Lavado traqueobrônquico com perfusão de pulmão.

. Lavado de ouvido esquerdo e direito com perfu

ração da membrana timpânica.

3 - Técnicas empregadas na cultura, isolamento e iden

tificação de micoplasma:

. Para o isolamento de micoplasma das amostras 

utilizaram-se os meios de cultura preconizados

por YIDA ^  (1987). A caracterização e a 

identificação através da inibição de crescimento 

basearam-se nas técnicas descritas por CASSELL *

(1983).

4 - Cepas padrões de micoplasma: Mycoplasma pulmorus
NCTC 10139, Mycoplasma arthnádis NCTC 10162, Myco
plasma collis NCTC 10166 e Mycoplasma neurolyácum NCTC 

10197.

5 - Soros hiperimunes produzidos em coelhos ^  contra

as espécies acima citadas.

6 * Procedimento: coleta de material, semeadura em

meios líquidos e sólidos, repiques a cada 5 dias 

dos meios líquidos para meios sólidos, caracteri

zação e identificação.

RESULTADOS

Mycoplasma pulmonis e/ou Mycoplasma arthriádis estavam 
presentes nos animais do Biotério A (Tab. 1). M. pulmo
nis encontrava-se em 20% da amostragem dos camundongos 

C^81/6J e em 14,28% dos camundongos "Swiss". Ainda no 

Biotério A a amostragem dos ratos Wistar revelou 

91,89% de positividade para o cultivo de micoplasma, 

distribuídos da seguinte maneira: 83,79% com M. pulmo
nis, isolados do ouvido e/ou do lavado traqueobrônquico 

com perfusão de pulmão; 5,4% com M. arthriádis, isolados 

de lavado de ouvido e 2,7% com M. pulmonis, isolado do 

ouvido e lavado traqueobrônquico com perfusão de pul

mão e M. arthnádis, isolado do ouvido, simultaneamente. 

Ainda no mesmo biotério, detectou-se Mycoplasma sp em 

hamsters; esta amostra não foi inibida pelos anti-so

ros utilizados. Na caracterização, a cepa formou colô

nias em "ovo frito" e foi sensível á digitonina, sendo 

que as colônias apresentaram reação positiva ao co

rante de Dienes. Nas provas diferenciais a amostra hi- 

drolisou a arginina, produziu filme, não catabolizou a 

glicose nem reduziu o tetrazólio.

No Biotério B, isolou-se M. pulmonis em ratos 

Uistar. Entretanto, não se evidenciaram, bacteriologi- 

camente, estes microrganismos nos camundongos Swiss 

(Tab. 2).

Cinco animais do Biotério C, que apresentavam 

sintomas da micoplasmose e dois senis, possuíam M. 
pulmonis no material coletado. Os restantes deste grupo 

de animais que não estavam aparentemente doentes, mas 

mantidos há cinco dias na mesma caixa dos doentes, não 

evidenciaram a presença de micoplasma (Tab. 2).

Não houve isolamento de micoplasma nos animais do 

Biotério D. As linhagens e o número de animais 

processados deste grupo foram: C^^B1/6J [21]; 

BALB/c [75] ; DBA [10]; CBA/J[6]; CjH/HeJ [30]; A/J CIO];

Braz. J.vet. Res. amm. Sei., São Paulo, v.29, n.1, p.45-50, 1992.
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MDX [5]; NZBC113; NZU [8]; B1()A[34]; Calomys calosus [2] ; 

CjH/HePas [3]; A/Sn [8]; NZB X NZUF1[3]; BALB/c X 

A/JF1 [14] e AKRC5].

Os micoplasmas isolados e identificados conferi

ram suas propriedades nas provas de caracterização e 

de inibição de crescimento pelos anti-soros específi

cos.

As duas espécies de micoplasma, isoladas no mesmo 

animal, Biotério A, lavado de ouvido, foram inicial

mente observadas nas contra-provas e controles da 

prova de inibiçõo de crescimento. Concluiu-se o isola

mento e a identificação, utilizando-se a zona de ini

bição de crescimento provocada pelo soro anti-M. arthriú- 
dis sobre o crescimento de M. pulmonis com M. arthritidis e 
vice-versa com soro ant i-M .pulmonis.

DISCUSSÃO/CONCLUSÃO

Apesar desta investigação ser realizada em 4 bio- 

térios diferentes da cidade de São Paulo, os resulta

dos encontrados completam a informação necessária para 

rotularmos de maneira definitiva a existência, no Bra

sil, de espécies de micoplasma (Aí. pulmonis e M. 
arthritidis), indesejáveis em animais de laboratório. 0

presente trabalho aferiu a metodologia proposta por
36

YIOA (1987) para o diagnóstico bacteriológico da 

micoplasmose murina.

Os resultados obtidos com os animais do Biotério 

A estão de acordo com os dados internacionais. Por

tanto, a prevalência de M. pulmonis em ratos, o isola

mento de M. arthritidis e a presença simultânea das duas 

espécies rum mesmo animal não constituem resultados 

inesperados Apesar dos dados obtidos do

Biotério A serem os primeiros em nível nacional pela 

representatividade das amostragens, as percentagens de 

infecção por micoplasma não se aplicam para outros 

biotérios equivalentes, pois as instalações, no seu 

contexto geral, sêo incomparáveis

0 isolamento da amostra de micoplasma em hamsters 

(Biotério A), não identificada pelos anti-soros utili

zados, comprova as recentes proposições da Organização 

Internacional em Micoplasmologia (IOM), na área de 

animais de laboratório para intensificar a pesquisa 

destes microrganismos em outros animais de pequeno 

porte (hamsters, cobaias, coelhos). A referida reco

mendação baseia-se, também, no fato de que espécies de 

micoplasmas menos estudadas, em animais de laborató

rio, prejudicariam as pesquisas na área biomédica 
14,17,22

As provas de caracterização aplicadas na amostra 

isolada de hamster não sugeriram a presença de 

qualquer espécie de micoplasma.

Os animais dos biotérios B e C não constituíram 

amostragem estatisticamente representativa. Todavia,

representaram um grupo de animais freqüentemente soli

citados para a pesquisa de micoplasma. São animais com 

sintomas de doença indefinida, provenientes de bioté

rios sem barreiras microbiológicas e às vezes apresen

tando sintomas da micoplasmose murina, como no caso 

dos animais do Biotério C com M. pulmonis.
A ausência de isolamento de micoplasma no Bioté

rio 0 não se relaciona apenas pela existência de 

barreiras microbianas, pois os dados de literatura in

ternacional apontam a existência destas bactérias em
6 8 9

biotérios com estruturas e<*jivalentes ' ' . 0 fato se

deve também ao desenvolvimento de medidas adequadas de

manejo para o controle da micoplasmose murina, aliadas

ao monitoramento da eficácia dos métodos de assepsia,

desinfecção e esterilização, adotados desde o início
23

da produção e aquisição de matrizes

A dificuldade no combate de microrganismos inde

sejáveis em biotérios sem barreiras exemplifica-se nos 

resultados dos Biotérios B e C, já que os micoplasmas 

foram isolados em ROSSINI et al. (1985,1983).

Este fato alertador, segundo a FINEP 1987 possui 

resolução ainda complexa para o Brasil porque envolve 

reformas de instalações, aquisição de equipamentos e 

aprimoramento dos recursos himanos. Apesar de haver 

conscientização para o melhoramento das condições de 

higiene nos biotérios, instalações equivalentes ao 

Biotério D existem em poucas instituições de nosso 

país.
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TIMENETSKY, J.; SUMHA, M.E.L.; LUCCA, R.R. Mycoplasma 
pulmonis and Mycoplasma arthritidis in rodents from ani

mal houses. Braz. J. vet. Res. anim. Sci., SSo Paulo, v.29, 

n.1, p.45-50, 1992.

SUMMARY: Rats and mice from different animal house 

facilities without microbial barriers and one from 

barrier sustained facilities were checked for myco

plasma presence by lung perfusion with tracheobron- 

quial lavage and ear flushing. Mycoplasmas were 

characterized by "fried egg" colonies, Dienes stain 

and digitonine resistance. Glucose catabolism, argi

nine hydrolysis, tetrazoliun reduction and film/ spots 

production was applied as screening differential 

assays. Identification was performed by growth inhibi

tion test. In the barrier sustained colonies, myco

plasmas were not detected, but from a conventional

Braz. J. vet Res. anim. S c i . , Sõo Paulo, v.29, n.1, p.45-50, 1992.
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animal house, M.pulmonis was found in the follow order: 
20.0% in Swiss mice, 14.28% in C^76L/6J colonies and 

83.79% in Uistar rats. M. arthritidis was isolated only 

from rats by ear flushing in order of S.4%. Both spe

cies were observed in one rat and one unidentified 

strain of mycolplasma was isolated from hamsters. M. 
pulmonis was obtained from rats but not from mice 

proceeded from other two conventional animal houses. 

Mycoplasma infection rate could not be established in 

these facilities because rats and mice were specially 

selected, as usually is to search mycoplasmas, based 

on their origin and symptoms. The authors suggest that 

mycoplasma investigation nust be permanent in any 

animal house rearing rodents. Mycoplasma infection 

rate must be established with a representative 

sampling not including only sick animals.

UNTTERMS: Mycoplasma, laboratory animals; Mice; Rats
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TABELA 1 • Distribuição de Mycoplasma pulmonis e/ou Mycoplasma
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Mycoplasma pulmonis e/ou Mycoplasma anhruidis em animais de laboratório...

antmadis m  
microbianas

i roedores 

(Biotério A).

de biotério 

Sôo Paulo, 1990

sem barreiras

|#

Animais Linhagem Número de 

animais 

testados

NCmero de 

animais c/ 

micoplasma

Porcentagem 

de animais 

c/micoplasma

Espécie (s) 

identificada (s>

CAMUNDONGOS C57B1/6J 15 03 20,00% M. pulmonis

Swiss 07 01 14,28% M. pulmonis

TOTAL 17 04 23,53%

RATOS Wistar 37 31 83,79% M. pulmonis
02 5,41% M. arthnadis
01 2,70% M. pulmonis

M. anhnxidis

TOTAL 37 34 91,89%

HAMSTERS 16 01 6,25% Mycoplasma sp

TABELA 2 - Mycoplasma pulmonis em roedores de biotério sem 

barreiras microbianas (Biotérios B e C). SSo Paulo, 

1990.

Animais Linhagem Biotério N1 de animais 

testados

Nijnero de 

animais c/ 

micoplasma

CAMUNDONGOS B1QD2/old B 03 0

BALB/c B 06 0

B1QD2/new B 05 0

“10* B 07 0

AKR B 02 0

TOTAL 23 0

RATOS Wistar B 04 04

RATOS Wistar C 16 07
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