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RESUMO

Um adequado controle microbiolégico dos animais utilizados em
pesquisas é de fundamental importancia, ndo apenas devido ao potencial
patogénico de tais agentes para 0s animais e para as pessoas, mas também
porque estes podem interferir nos resultados de experimentos, alterando a
reprodutibilidade e qualidade das pesquisas realizadas. Atualmente diversas
praticas de biosseguranca e monitorizacdo da saude dos animais s&o
preconizadas, a fim de garantir animais de adequado padrdo microbioldgico.
Neste estudo, compararam-se dois biotérios de experimentacdo do Instituto
Oswaldo Cruz/ Fiocruz, sendo um bioprotegido (A) e o outro néo (B), quanto ao
padrdo microbioldgico dos camundongos, objetivando verificar a influéncia da
contaminagdo ambiental na microbiota dos animais utilizados em
experimentacdo. Bactérias, virus e endoparasitos foram investigados em
ambos os biotérios, de acordo com a metodologia preconizada para cada
agente. Para os testes bacterioldgicos utilizou-se amostras de 222 animais do
biotério A e 236 do biotério B; para os testes viroldgicos, 119 do biotério A e
236 do biotério B; ja para os exames parasitologicos, utilizou-se 158 do biotério
A e 316 do biotério B. Os dados foram submetidos a analise descritiva e ao
teste do Qui-quadrado. Os resultados indicaram uma maior ocorréncia de
microrganismos e de parasitas no biotério ndo-bioprotegido. Klebsiella
pneumoniae, Pasteurella sp. e Salmonella sp. foram encontradas em ambos os
biotérios, enquanto que virus e parasitos s6 foram detectados no biotério nao-
bioprotegido. Dentre os virus, nos animais infectados, o de maior ocorréncia foi
o Virus da Hepatite de Camundongos (MHV) e, dentre os parasitos, o de maior
ocorréncia foi Syphacia sp. Concluiu-se que o biotério bioprotegido foi capaz de
garantir padrbes microbiologicos mais adequados para a experimentacéo

animal e que esta deve ser uma pratica constante nas instituicdes de pesquisa.

Palavras chave: biosseguranca, biotérios, camundongos, contaminacao,

microrganismaos.



ABSTRACT

An adequate control of microbiological quality of animals used in
research is of fundamental importance, not only because of the pathogenic
potential of such agents for animals and people, but also because they may
interfere with the results of the experiments, changing the quality and
reproducibility of researches. Currently various biosafety practices and
monitoring of animal health are recommended to ensure adequate
microbiological standard of animals. In this study, we compared two facilities of
animal experimentation, one bioprotected (A) and the other not (B), in order to
check the influence of environmental contamination in the microbiota of the
animals used for experimentation. Bacteria, viruses and endoparasites have
been investigated in both facilities, according to the methodology proposed for
each agent. For the bacteriological tests, a sample of 222 animals in the facility
A and 236 of the facility B was used; for the virological tests, 119 of the facility A
and 236 of the facility B; and for parasitological examination, 158 of the facility A
and 316 of the facility B. The data were submitted to descriptive analysis and to
the Chi-square test. The results indicated a higher occurrence of microrganisms
and parasites in animals from the not bioprotected facility. Klebsiella
pneumoniae, Pasteurella sp. and Salmonella sp. could be detected in both
facilities, whereas viruses and parasites were found only in the non-
bioprotected housed mice. Among the viruses in infected animals, the most
common was the occurrence of Mice Hepatitis Virus (MHV) and among the
parasites, the predominant was Syphacia sp. It was concluded that the
bioprotected facility was able to ensure microbiological standards more suitable
for animal testing and that this must be a constant practice of the research

institutions.

Key words: biosafety, facilities, mice, contamination, microbiological.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS, p. 11
LISTA DE ABREVIATURAS, p.12

1 INTRODUCAO, p. 13

2 OBJETIVOS, p. 16

2.1 OBJETIVO GERAL, p. 16

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS, p. 16
3 REVISAO DE LITERATURA, p. 17

3.1 EXPERIMENTACAO ANIMAL, p. 17

3.1.1 Definicdo e importancia, p. 17

3.1.2 Animais de laboratério e padrdes microbiologicos, p. 19
3.1.3 Os numeros da experimentacdo animal, p. 21

3.1.4 O camundongo, p. 24

3.1.5 Etica e legislacéo, p. 25

3.2 BIOTERIOS DE EXPERIMENTA(;AO, p. 27

3.2.1 Definicéo e classificacdo dos biotérios, p. 27

3.2.2 Instalacbes, macroambiente e microambiente, p. 28
3.2.3 Barreiras sanitarias e boas praticas, p. 28

3.3 BIOSSEGURANCA, p. 30

3.3.1 Definicdo e importancia, p. 30

3.3.2 Classificacéo de risco, p. 31

3.3.3 Niveis de biosseguranca de laboratorios de experimentacdo animal, p. 32
3.3.4 Qualidade em biosseguranca, p. 33

3.3.5 Aspectos da biosseguranca nos processos de desinfeccao, p. 34

3.4 MICRORGANISMOS EM BIOTERIOS, p. 35

3.4.1 Consideracdes gerais, p. 35

3.4.2 O risco da introducdo de microrganismos indesejaveis, p. 35
3.4.3 O monitoramento dos agentes biologicos, p. 36

3.4.3.1 Bactérias, p. 38

3.4.3.2 Virus, p. 45

3.4.3.3 Parasitos, p. 49

3.5 MICROBIOTA DO ANIMAL E CONTAMINACAO AMBIENTAL, p. 52



4 MATERIAIS E METODOS, p. 55

4.1 DESENHO DO ESTUDO, p. 55

4.2 LOCAL DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO, p. 55

4.3 ANIMAIS UTILIZADOQOS, p. 56

4.4 PROCEDIMENTOS, p. 56

4.4.1 Caracterizacdo, descontaminacao e controle dos biotérios, p.56
4.4.2 Bioprotecao dos Biotérios, p. 57

4.4.3 Coleta das Amostras, p. 58

4.4.4 Analises microbioldgicas e parasitoldgicas, p. 58

4.5 ANALISE ESTATISTICA, p. 60

5 RESULTADQS, p. 61

6 DISCUSSAOQ, p. 68

7 CONCLUSOES, p. 74

8 OBRAS CITADAS, p. 75

9 ANEXOS, p. 84



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Comparacdo das propor¢cdes de categorias de animais utilizadas
para fins experimentais e outros fins cientificos, nos 25 Estados-Membros da
Unido Européia em 1996, 1999, 2002 € 2005.........cceeeiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnns p. 23

Tabela 2: Listagem de agentes a serem monitorados em biotérios de
camundongos de acordo com as recomendacdes da FELASA (2002)........ p. 37

Tabela 3: Pontos de ambiente de cada um dos biotérios estudados submetidos
a coleta de material para fins de investigacao de presenca de bactérias.... p. 63

Tabela 4. Presenca de Bactérias, Virus e Parasitos em Biotérios de
Camundongos Bioprotegido (A) e Nao-Bioprotegido (B).......ccccevveeeeeeereeennnn. p. 64

Tabela 5 — NUmero de amostras positivas para a pesquisa de bactérias em
Biotérios de camundongos Bioprotegido (A) e Nao-Bioprotegido (B)............ p.65

Tabela 6 — NUmero de amostras positivas para a pesquisa de anticorpos
antivirais em Biotérios de camundongos Bioprotegido (A) e N&o-Bioprotegido
(=) PP UURUPPPPPPPPRPRRTN p. 66

Tabela 7 — NUumero de amostras positivas para a pesquisa de parasitos em
Biotérios de camundongos Bioprotegido (A) e Nao-Bioprotegido (B)........... p. 67



LISTA DE ABREVIATURAS

BPL - Boas Praticas de Laboratorio

CEA - Centro de Experimentacdo Animal

CEC - Comissao das Comunidades Européias

CECAL - Centro de Criacdo de Animais de Laboratério
CSB - Cabine de Seguranca Biologica

CEUA - Comisséo de Etica no Uso de Animais

DNA - Acido desoxirribonucleico

EDMI - Exame Direto da Mucosa Intestinal

ELISA - Imunoensaio enzimatico adsorvido

FELASA - Federacao das AssociacOes Européias de Ciéncia de Animais de
Laboratorio

FIOCRUZ - Fundacao Oswaldo Cruz

FD - Flora definida

GF - Livre de microrganismos

IOC - Instituto Oswaldo Cruz

LCMV - Virus da Coriomeningite Linfocitica

MVM - Virus diminuto de camundongo

MHYV - Virus de Hepatite de camundongo

NBA-1 - Nivel de Biosseguranca 1

NBA-2 - Nivel de Biosseguranca Animal 2

NBA-3 - Nivel de Biosseguranca Animal 3

NBA-4 - Nivel de Biosseguranca Animal 4

OECD - Organizacao para a Cooperacdo Econémica e Desenvolvimento
OGM - Organismo Geneticamente Modificado

OMS - Organiza¢do Mundial da Saude

POP - Procedimento Operacional Padrao

PVM - Virus da Pneumonia do Camundongo

RNA - Acido ribonucleico

SPF — Livre de patégenos especificos

TMEV - Virus da Encefalomielite Murina de Theiler

UE - Unido Européia



1 INTRODUCAO

Os animais de laboratorio, até o momento, Sd80 essenciais para a
pesquisa biomédica, sendo em sua maioria roedores, principalmente
camundongos. Cada uma de suas linhagens é recomendada a diferentes areas
de pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico, permitindo o conhecimento de
mecanismos de processos vitais, como também no aperfeicoamento dos
meétodos de prevencdao, diagndéstico e tratamento das doencas. Embora sejam
feitas pesquisas envolvendo animais h& séculos, a “ciéncia dos animais de
laborato6rio” sé emergiu como campo profissional a partir dos anos 1950. Desde
entdo, vem se desenvolvendo importantes padrbes de cuidados para animais
usados em pesquisas, considerando-se que as condicbes destes animais
devem ser apropriadas para sua espécie e contribuir para sua saude e bem-
estar, assim como os resultados adquiridos nessas pesquisas devem ser
confiaveis. Alojamentos e cuidados adequados aos animais sdo essenciais a
salde e a seguranca tanto dos animais quanto das pessoas envolvidas com
estes e a qualidade dos dados de pesquisa esta diretamente relacionada a
fidedignidade dos cuidados com os animais.

Neste cenario, o conhecimento do padrdo microbiolégico dos animais
tornou-se fundamental para propiciar a adequada utilizacdo e confiabilidade
nos resultados adquiridos, a partir dos experimentos realizados em animais. A
pesquisa biomédica exige, hoje, 0 uso somente de animais de alta qualidade,
microbiologicamente definidos.

Podemos definir como animais “convencionais”, aqueles criados em
biotérios que ndo possuem barreiras sanitarias adequadas para impedir a
introducdo de microrganismos; desta forma os animais albergam uma
microbiota desconhecida (IVIS, 2003). JA4 os animais “livres de patdégenos

especificos” (“specific pathogen free” - SPF) sdo aqueles isentos de
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organismos patogénicos definidos que causam doencas clinicas ou subclinicas
ou, ainda, potencialmente patogénicos a uma determinada espécie animal.
Esse padrdao de saude dependera de uma lista individual de exclusdo de
microrganismos. Os animais SPF sdo mantidos em biotérios que possuem
eficientes barreiras sanitarias ou sédo alojados em equipamentos que lhes
garantam seu padrdo microbiolégico. Sua microbiota normal é controlada, de
forma que alberguem somente agentes nao patogénicos. A microbiota é
desconhecida, porém 0s microrganismos patogénicos que sdo indesejaveis
ndo devem ser detectados nos exames realizados (GORSKA, 2000).

A qualidade microbiolégica implica na necessidade de seguranca
adicional, visto o alto risco de introduzir uma infeccdo em col6nias de roedores
no recebimento de animais. Esta pratica é rotineira nos biotérios de
experimentacdo animal, visto que a todo instante animais s&o introduzidos
nessas instalagdes, colocando-se a populacdo animal residente em risco
cumulativo. A qualidade microbiologica dos animais de laboratério vem
melhorando significativamente, devido aos programas de controle de saude
animal (MARQUES, 2006).

O recebimento de um Unico animal infectado pode causar uma epidemia
nos animais albergados no biotério, acarretando perda de tempo, recursos e
dados de pesquisa, ja que a eliminacdo da contaminacdo de um patdégeno no
biotério é laboriosa e pode levar anos. Uma vez que a introducdo de novos
animais € imprescindivel na realizacdo de determinadas pesquisas, faz-se
necessario minimizar os riscos por meio de exames do padrdo de saude para
0S novos animais. A ocorréncia de enfermidades nos animais residentes pode
ser evitada por precaucdes que devem ser tomadas na origem dos animais
(IVIS, 2003; NRC, 2003). Assim, a qualidade comeca com a definicdo do
padrdo microbiolégico e parasitario do animal.

A deciséo sobre quais agentes devem ser monitorados € especifica para
cada instituicdo. A tolerancia ao risco, 0 uso de animais importados, o tempo de
alojamento nas instalacdes e as implicagbes financeiras constituem fatores a
serem considerados. Nicklas (1999) destaca ainda que, no monitoramento
sanitario dos animais, deve-se definir quais os microrganismos mantidos, 0

tamanho da amostra, sua frequéncia e a idade dos animais.
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Na interpretacdo do padrdo microbiolégico dos animais de laboratorio,
infeccdo ndo é sindnimo de doenga (BAKER,1998). A infeccdo indica a presenca
do microrganismo, que pode ser patogénico, oportunista ou comensal, sendo 0s
dois ultimos mais numerosos. Poucos microrganismos encontrados hoje em
animais de laboratério determinam manifestagfes clinicas. No entanto a
presenca destes, mesmo sem determinar doenca, pode interferir nos resultados
do experimento. Portanto, animais considerados saudaveis podem ser
inadequados para pesquisas devido a falhas de avaliagdo dos sinais clinicos
locais, sistémicos ou comportamentais, causados pela presenca de virus,
bactérias e parasitos que possam estar infectando ou parasitando o animal.
Muitas infec¢cdes em roedores sao subclinicas e modificacdes nos resultados de
pesquisas ocorrem por infecgcbes naturais com auséncia de manifestacoes
clinicas.

Segundo critérios estabelecidos internacionalmente, uma pesquisa s6 é
valida quando feita em animais mantidos sob rigorosas barreiras sanitarias e
monitorados constantemente, como 0s que recebem o selo SPF. Para garantir
a continuidade dos trabalhos com segurangca e qualidade, os animais s&o
frequentemente monitorados por exames laboratoriais e o ambiente controlado
por processos de higienizacdo, desinfeccdo, sanitizacdo e esterilizacdo das
areas. Todo este processo € denominado de bioprotecéo.

Por todas essas razdes, é fundamental que cada instituicdo estabeleca o
seu programa de monitoramento de saude animal, que leve em conta a

padronizacdo microbiologica e as praticas de biosseguranca adequadas.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Observar se as préticas de biosseguranca adotadas sdo capazes de
controlar a microbiota normal, bacteriana, viral e parasitaria, de camundongos

alojados em biotérios de experimentacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Pesquisar microbiologicamente agentes bacterianos, virais e
parasitarios do ambiente e de animais de dois biotérios de experimentacdo do
Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, sendo um deles com o ambiente bioprotegido.

2. Comparar o impacto da contaminacdo ambiental sobre a microbiota
normal de animais SPF (“Specific Pathogen Free”) e convencionais

controlados.

3. Determinar se as praticas de biosseguranca adotadas no biotério
bioprotegido sdo suficientes para controlar a contaminacdo dos animais e do

ambiente.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 EXPERIMENTACAO ANIMAL

3.1.1 Definicdo e importancia

Considera-se experimentagcdo animal os procedimentos efetuados em
animais vivos, visando a elucidacdo de fenémenos fisioldgicos ou patoldgicos,
mediante técnicas especificas, invasivas ou nao, e pré-estabelecidas, como
descrito na Lei N°11.977/2005 do estado de Séao Pau lo, que institui o Codigo
Estadual de Protecdo dos Animais (BRASIL, SP, 2005). De acordo com Rollin
(1998: 414-415), as atividades que podem ser enquadradas como

“experimentacdo animal”’ sdo classificadas como:

1. Pesquisa basica — biolégica, comportamental ou psicolégica. Refere-se a
formulacgéo e testagem de hipéteses sobre questbes tedricas fundamentais, tais
como, a natureza da duplicacdo do DNA, a atividade mitocondrial, as funcdes
cerebrais, o mecanismo de aprendizagem, enfim, com pouca consideracéo

para o efeito pratico dessa pesquisa.

2. Pesquisa aplicada — biomédica e psicoldgica. Formulacdo e testes de
hipoteses sobre doencas, disfuncdes, defeitos genéticos, as quais se ndo tem
necessariamente consequéncias imediatas para o tratamento de doencas, sao
pelo menos vistas como diretamente relacionadas a essas consequéncias.
Incluem-se nesta categoria os testes de novas terapias: cirdrgicas, terapia
génica, tratamento a base de radiacao, tratamento de queimaduras. A distincéo
entre esta categoria e a categoria 1, muitas vezes, ndo apresenta um ponto

especifico de corte.
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3. O desenvolvimento de substancias quimicas e drogas terapéuticas. A
diferenca entre essa categoria e as anteriores é que aqui se refere ao objetivo
de se encontrar uma substancia especifica para um determinado propésito,

mais do que o conhecimento por si proprio.

4. Pesquisas voltadas para o aumento da produtividade e eficiéncia dos
animais na pratica agropecuaria. Isso inclui ensaios alimentares, estudos de
metabolismo, estudos na area de reproducéo, desenvolvimento de agentes que

visam ao aumento da producéao leiteira.

5. Testes de varias substancias quanto a sua seguranca, potencial de irritacdo
e grau de toxicidade. Dentre essas substancias incluem-se cosméticos, aditivos
alimentares, herbicidas, pesticidas, quimicos industriais, drogas. As drogas,
que podem ser de uso veterinario ou humano, sdo testadas quanto a sua

toxicidade, carcinogénese, mutagénese e teratogénese.

6. Uso de animais em instituicbes educacionais para demonstracoes,
disseccdo, treinamento cirdrgico, inducdo de disturbios com finalidades

demonstrativas, projetos cientificos relacionados ao ensino.

7. Uso de animais para extracdo de drogas e bioprodutos, tais como vacinas,
sangue, soro, anticorpos monoclonais, proteinas de animais geneticamente
modificados para produzi-las, dentre outros.

Historicamente, os animais utilizados de diversas formas em atividades
cientificas proporcionaram beneficios a sociedade, particularmente em relacéo
ao avanco do conhecimento cientifico, a medicina humana e veterinaria e em
relacdo a seguranca no uso de produtos quimicos. As informacdes necessarias
para o avanco de determinadas pesquisas ndo podem ser obtidas somente
pela observacao e pelo registro daquilo que normalmente acontece e, por isso,
a experimentacao cientifica é absolutamente necessaria para que o ciclo do
conhecimento se efetue (POLITI et al., 2008). Atualmente, apesar de muitos
esforgos a fim de reduzir e substituir a utilizagdo de animais de laboratério na
experimentacdo biomédica, ainda néo foi possivel abandonar o uso destes na
avaliacdo de seguranca dos mais diferentes produtos. Ha exigéncias das

farmacopéias e de manuais da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) que
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preconizam testes in vivo (GAD, 1990; BLAAUBOER et al., 1999). Os modelos
animais apresentam como principal vantagem o fornecimento de informacdes
sobre o organismo como um todo, fato que ndo é conseguido com outros
métodos (HEYWOOD, 1987; RIBEIRO et al., 1995; CHORILLI et al., 2007).

E incalculavel o valor da contribuicio dos animais de laboratério as
novas descobertas para a prevencao de doencgas e para a sua cura, bem como

para o desenvolvimento de novas técnicas de tratamento clinicos e cirlrgicos.

3.1.2 Animais de laboratério e padrdes microbioldgicos

O termo “animal de laboratério” designa qualquer animal utilizado em
pesquisa ou ensino (SIROIS, 2007). O pesquisador biomédico trabalha com
modelos animais que, necessariamente, em grau variado, diferem do homem.
Entretanto, tais modelos podem ser comparados com o homem, baseados,
principalmente, no que consiste em uma semelhanca geral sob o aspecto de
caracteres anatdmicos e fisiolégicos. Necessério se faz, portanto, que sejam
produzidos animais que, quando inoculados com uma determinada substéancia,
apresentem reacdes semelhantes as do homem. Dessa forma, os animais
criados para esse fim deverdo possuir as seguintes caracteristicas: facil
manejo; prolificidade; docilidade; pequeno porte; baixo custo; fisiologia
conhecida; ciclo reprodutivo curto (ANDRADE, 2006).

Os animais produzidos com a finalidade de serem utilizados em
pesquisa devem possuir caracteristicas genéticas e sanitarias avaliadas
rotineiramente, visando a certificacdo de padrdes pré-estabelecidos
(MAJEROWICZ, 2008).

Os animais de laboratorio mais utilizados sdo os roedores, onde se
destacam camundongos e ratos, e por isso, mais estudados quanto ao padréo
microbiolégico. Quanto ao padrdo microbiolégico, podemos classificar em
trés grupos distintos (COUTO, 2006b):

1. Animais Gnotobidticos — sdo o0s animais que possuem microbiota
associada definida e devem ser criados em ambientes dotados de barreiras

sanitarias absolutas. Sao também definidos como animais que possuem
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microbiota conhecida, ndo existente ou ndo detectavel. A aquisicdo desse
padrdo sanitario somente € possivel com a manutencdo dos animais em
equipamentos especiais como os isoladores. Dentre os gnotobioticos, podemos
classifica-los ainda como “Germfree” (GF) ou Flora Definida (FD), de acordo
com a quantidade de microrganismos que estejam associados ao animal.

“Germfree” (GF) - sdo animais totalmente livres de microrganismos, isto
€, isentos de quaisquer parasitos internos e externos, bactérias, fungos,
protozoarios, algas, riquetsias e virus. Também sdo conhecidos como animais
axénicos (animais livres de vida associada). O método de obtencdo de animais
GF é por meio de intervencdo cirdrgica por histerectomia estéril do utero
gravidico e sua subsequente introducédo num isolador estéril.

Flora Definida (FD) — sdo animais GF que foram intencionalmente
contaminados com microrganismos ou parasitos especificos. Devem ser
continuamente monitorados para constatar a presengca dos organismos
selecionados e a auséncia de outros. Também o termo monoxénico € usado
quando o animal foi infectado, deliberadamente, com apenas um tipo de
microrganismo, o0 que equivale a dizer que possui um tipo de microrganismo
associado. Dixénico é o termo designado ao animal infectado,
deliberadamente, com dois tipos de microrganismos e polixénico é relativo ao

animal infectado, deliberadamente, com varios microrganismos.

2. Animais Livres de Microrganismos Patogénicos Especificos (“Specific
Pathogen Free”- SPF) — sdo animais livres de microrganismos e parasitos
especificos, porém ndo necessariamente livres de outros néo especificos.
Também sdo denominados animais SPF aqueles que ndo apresentam
microrganismos capazes de l|hes determinar doencas, ou seja, albergam
somente microrganismos ndo patogénicos. Para se garantir esse tipo de status
sanitario € fundamental que a criacdo seja realizada em ambientes protegidos
por barreiras sanitarias rigorosas e que ocorra frequente monitoracdo dos
animais, para se ter certeza que contaminantes indesejaveis nado se
estabeleceram. Os animais SPF estdo sendo cada vez mais utilizados, a
medida que o0s pesquisadores necessitam de respostas mais confiaveis e

seguras de seus experimentos.
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3. Animais Convencionais — sdo animais que albergam microrganismos
indefinidos, por serem mantidos em ambiente desprovido de barreiras

sanitarias rigorosas.

3.1.3 Os numeros da experimentacdo animal

Atualmente, ha uma grande dificuldade em se determinar qual € o
namero de animais utilizados em investigacfes cientificas em todo o mundo. A
auséncia de registros ou a inadequacéao de alguns registros em diversos paises
contribuem para o problema da abordagem dos numeros da experimentacéo
animal. No Brasil ainda ndo ha um sistema nacional de registro, embora isso
esteja previsto na Lei N° 11.794 de 8 de outubro de 2008, também conhecida
como a Lei Arouca, recentemente aprovada e que regulamenta o inciso VIl do
8 10 do art. 225 da Constituicdo Federal, estabelecendo procedimentos para o
uso cientifico de animais; revoga a Lei n° 6.638, de 8 de maio de 1979; e da
outras providéncias.

E possivel encontrar um sistema de registro sobre o nimero de animais
envolvidos em atividades cientificas nos seguintes locais: Unido Européia
(diversos paises membros individualmente e coletivamente), Estados Unidos
da América e Japéao.

Até o0 momento ha cinco relatérios da Unido Européia, incluindo o
“Quinto relatério relativo as estatisticas sobre o nimero de animais utilizados
para fins experimentais e outros fins cientificos nos Estados-Membros da Unido
Européia” (CEC, 2007).

Em 2005, foram utilizados para fins experimentais e outros fins
cientificos, nos 25 Estados-Membros da Unido Européia, 12,1 milhfes de
animais (Tabela 1). Tal como nos relatérios anteriores, os roedores e 0s
coelhos representaram quase 78% do numero total de animais utilizados na
UE. Os camundongos sao, de longe, os animais mais utilizados (53% do total),
seguidos dos ratos (19%). Tal como nos anos anteriores, 0 segundo grupo de
animais mais utilizado foi o dos animais de sangue frio, que representaram
15%. O terceiro maior grupo de animais foi o das aves, com um pouco mais de

5% do total. Os artiodactilos: suinos, caprinos, ovinos e bovinos e o0s
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perissodactilos: equinos, asininos e hibridos representaram apenas 1,1%. Os
carnivoros representaram 0,3% do numero total de animais utilizados em 2005
e 0s primatas ndo humanos 0,1%. Tal como em 2002, em 2005 ndao foi utilizado
na UE para fins experimentais qualquer grande primata antropoide. Em relacéo
as categorias de animais utilizados, o quadro a seguir apresentado (tabela 1)
compara os percentuais ao longo dos anos. Com isso, destaca-se aqui a
relevancia do camundongo, como o modelo experimental mais utilizado em

todo o mundo nos ultimos anos (CEC, 2007).
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Tabela 1: Comparagdo dos percentuais entre as categorias de animais
utilizadas para fins experimentais e outros fins cientificos, nos 25 Estados-
Membros da Unido Européia em 1996, 1999, 2002 e 2005.

Categoria 1996(*) 1999 2002(**)  2005(***)
Roedores/Coelhos (%) 81,3 86,9 78,0 77,5
Animais de sangue frio (%) 12,9 6,6 15,4 15,0
Aves (%) - 4,7 5 5,4
Artiodactilos e Perissodéctilos (%) - 1,2 1,2 1,1

(*) 14 Estados-Membros apresentaram dados de 1996; um de 1997.
(**) 14 Estados-Membros apresentaram dados de 2002; um de 2001.
(***) 25 Estados-Membros apresentaram dados de 2005; um de 2004.
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3.1.4 O camundongo

O camundongo é um mamifero classificado na ordem Rodentia,
subordem Sciurognathi. Ha trés familias principais: Muridae, Cricetidae e
Platacanthomyidae. O camundongo de laboratorio € um membro da familia
Muridae e seu nome taxondmico é Mus musculus. Os camundongos tém sido
utilizados como objetos de pesquisa desde o século XIX. Muitas décadas de
cruzamentos para caracteristicas especificas forneceram um vasto arranjo de
variantes genéticas que sao bem definidas anatdmica e fisiologicamente. Além
disso, sdo animais faceis de manter por causa do seu pequeno tamanho,
apresentam alta fecundidade, gestacdo e vida-média curtas e, por isso, sdo
amplamente utilizados em laboratérios. Tais caracteristicas os tornaram bons
modelos para estudos de teratologia, genética e gerontologia, dentre diversos
outros tipos de estudos (SIROIS, 2007).

O camundongo se caracteriza por ser uma espécie cosmopolita
adaptada a uma grande variedade de condi¢cbes ambientais. O comportamento
social depende de sua densidade populacional, sendo que esses animais
podem viver bem adaptados tanto solitariamente quanto em grandes coldnias,
com padrdes de hierarquia muito bem estabelecidos (CHORILLI et al., 2007).

Os camundongos sao primariamente noturnos, mas algumas vezes séo
ativos ao longo do dia e da noite. Quando manipulados adequadamente, quase
nunca sao agressivos. Eles tendem a ser muito curiosos e podem se tornar
peritos em escapar dos alojamentos (SIROIS, 2007).

Devido ao seu pequeno tamanho, o camundongo € extremamente
susceptivel a mudancas nas condicbes ambientais, de tal forma que pequenas
alteracdes na temperatura (2 a 3 °C) podem causar modificagbes na sua
fisiologia (CHORILLI et al., 2007).

A longa historia de cruzamentos intencionais resultou na disponibilidade
de diversas linhagens de camundongos, incluindo animais transgénicos. Nas
tltimas décadas, 0s geneticistas colocaram a disposicdo dos pesquisadores
modelos animais para inUmeras patologias, disfuncées ou mal-formacdes, em

geral reproduzindo os mesmos males observados na espécie humana. Dentre
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esses pode-se citar o camundongo “nude”, “hairless”, obeso, diabético e com
distrofia muscular (SANTOS, 2006a).

3.1.5 Etica e Legislacdo

A experimentacao animal tornou-se um importante debate ético, no qual
se destacam duas questdes:

1- Sera que é possivel obter os conhecimentos que os estudos com
animais proporcionam através de outros meios?

2- E moralmente aceitavel usar os animais de forma que |lhes causem
danos?

Embora pertencentes a diferentes campos, ja que a primeira € uma
questao cientifica e a segunda uma questado ética, ambas se relacionam e
ampliam cada vez mais o debate. No entanto, em meio a esse polémico
debate, uma diretriz que tem buscado beneficios cientificos e éticos tem sido
os 3Rs (PAIXAO, 2008). Em uma publicacio original de 1959, Russel & Burch
lancaram a idéia dos 3Rs (“replace”, “reduce”, “refine”) como uma importante
meta a fim de se buscar um melhor tratamento para os animais, a0 mesmo
tempo fazendo progredir a ciéncia (RUSSEL & BURCH,1992).

O 1° “R” (“replacement”) refere-se a substituicdo do uso do animal.
Recomenda que se deva procurar substituir a utilizacdo de animais vertebrados
Vivos por outros métodos que utilizem outros materiais ou outros seres, nao
sencientes, o que pode incluir invertebrados, plantas e microrganismos
(RUSSEL & BURCH, 1992).

O 2° “R” (“reduce”) refere-se a reducdo e deve ser entendido como
reducdo no namero de animais usados para obter uma informacao relevante e
com precisao (RUSSEL & BURCH, 1992).

O 3° “R” (“refine”) refere-se ao refinamento, definido como qualquer
diminuicdo na severidade ou na incidéncia de procedimentos ndo humanitarios
aplicados aqueles animais que séo utilizados (RUSSEL & BURCH, 1992).

Nesse sentido, destaca-se que uma adequada monitorizacdo da saude
dos animais e prevencdo de infec¢cdes constitui-se em importante refinamento

na pesquisa, no que diz respeito a garantia de bem-estar animal (BUCHANAN-



26

SMITH et al., 2005) e também importante estratégia de reducdo, visto que
animais com qualidade em termos microbiologicos resultam em menor
repeticdo de experimentos. Além disso, constituem-se cada vez mais em
exigéncias legais questbes relacionadas ao bem-estar dos animais nos
diversos ambitos em que séo utilizados.

No Brasil o primeiro registro de protecdo juridica aos animais ocorreu em
1924, através do Decreto 16.590, que dispunha sobre distracdo publica e
proibiu as rinhas de galo e canério, dentre outros, mas ndo mencionava a
questdo dos animais utilizados em atividades cientificas (PAIXAO, 2007). O
Decreto 24.645, de 1934, conferiu maior prote¢do juridica aos animais, porém
ainda sem fazer referéncia aos experimentos (RODRIGUES, 2006). Em 1941,
o Decreto-Lei 3.688 ou “Lei das Contravencdes Penais”, em seu artigo 64
proibiu a realizacdo em lugar publico, ou exposto ao publico, de experiéncia
dolorosa ou cruel em animal vivo, ainda que para fins didaticos ou cientificos. A
Lei n® 6.638 de 8 de maio de 1979 estabeleceu normas para a pratica didatico-
cientifica da vivisseccdo em animais, mas nunca foi devidamente
regulamentada.

Mais recentemente, a Lei n® 9.605 ou “Lei de Crimes Ambientais”, de 12
de fevereiro de 1998, relativa a atividades lesivas ao meio ambiente
(SCHATZMAYR & MULLER, 2008), apresentou uma inovacgido importante
quando em seu artigo 32 proibiu a utilizacdo de animais para fins didaticos ou
cientificos quando existirem recursos alternativos. E importante destacar que
ha varias outras leis que envolvem os animais, porém nao diretamente
relacionadas a questdo da experimentacdo animal. Também ha
regulamentacdes diretamente relacionadas aos animais silvestres envolvidos
em pesquisas (MULLER, 2005). No entanto, € a Lei N° 11.794 de 8 de outubro
de 2008, que veio regulamentar a préatica da experimentac¢do animal, pautando-
se por um sistema de controle dessa pratica baseado nos 3Rs (“replace”,
“reduce”, “refine”), de acordo com o0s preceitos atuais de boas praticas em
relagdo aos animais de laboratério verificados em ambito internacional. Essa

atual legislagao revogou a Lei N° 6.638 de 8 de maio de 1979.
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3. 2 BIOTERIOS DE EXPERIMENTACAO

3.2.1 Definicao e classificacdo dos biotérios

Biotérios sao instalagbes capazes de produzir e manter espeécies
animais destinadas a servir como reagentes biolégicos em diversos tipos de
ensaios controlados, para atender as necessidades dos programas de
pesquisa, ensino, producdo e controle de qualidade nas &reas biomédicas,
ciencias humanas e tecnolégicas segundo a finalidade da instituicdo
(CARDOSO, 2001).

Os biotérios podem ser classificados de acordo com trés critérios
diferentes: a) quanto a finalidade a que se destinam: biotérios de criacdo, de
manutencao ou de experimentacédo, b) quanto a rotina existente de métodos de
acasalamento de animais: condicdo genética e c) quanto a existéncia ou néo
de uma rotina de controle microbioldgico: condi¢do sanitaria. Em qualquer um
desses as necessidades basicas de um biotério constituem-se em:

1- instalacbes — devem ser especificas para esse fim, porqgue somente
assim conseguiremos condi¢cdes ideais para a producao e/ou manutencao e/ou
experimentagcédo desses animais;

2- equipamentos — devido a especificidade do trabalho, necessério se faz
gue tenhamos maquinas especiais para a obtencdo dos resultados desejados
(maquinas de lavar gaiolas, autoclaves);

3- modelo animal - o animal desejado, de acordo com as pesquisa e 0s
testes a serem realizados;

4- rotinas e procedimentos - devem ser adotadas rotinas diarias para que
se possa cumprir um programa de producédo, de controle ou de pesquisa. Os
procedimentos operacionais dos equipamentos devem ser rigorosamente
observados para sua melhor utilizagéo e para a seguranc¢a do operador;

5- pessoal - as atividades desenvolvidas em um biotério exigem pessoal
qualificado para que se possa obter resultados confiaveis. O bioterista deve
fazer exames meédicos rotineiros para preservar a sua saude e a dos animais
(ANDRADE, 2006).
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3.2.2 Instalacdes: macroambiente e microambiente

Para manter animais de laboratorio para criagdo ou experimentacao é
necessario que tenhamos instalacbes adequadas, uma vez que suas
necessidades basicas deverdo ser atendidas, para que possam sobreviver e
tenham assegurado seu desenvolvimento fisioldgico.

Arquitetura e manutencdo adequadas influenciam diretamente no
manejo. As areas destinadas aos animais devem ser isoladas fisicamente.
Além disso, devem possuir estrutura que as torne a prova de agentes
infecciosos e vetores, como insetos e roedores silvestres. As instalacdes
compreendem as salas para animais e as areas de apoio, como as areas de
higienizacdo e esterilizacdo, salas de estoque de materiais limpos e insumos,
corredores de acesso (SANTOS, 2006). Assim, tais instalagcbes devem possuir
temperatura, umidade, ventilacdo e pressdo de acordo com as exigéncias de
cada espécie a ser criada ou mantida, e de acordo com a finalidade do biotério.

O fluxo de pessoal e de materiais deve ser feito no sentido unidirecional,
nos biotérios com este tipo de estrutura. Numa tentativa de aumento da area
destinada aos animais, preconiza-se que mesmo biotérios de alto padréo
sanitario podem operar com um corredor tanto para acesso e/ou distribuicao
guanto para retorno e/ou recolhimento. Todo o material a ser enviado para as
salas de animais deve ser autoclavado e o material de retorno das salas

também deve ser autoclavado.

3.2.3 Barreiras sanitarias e boas praticas

Barreira é um sistema que combina aspectos construtivos,
equipamentos e métodos operacionais que buscam o controle das condi¢cdes
ambientais das é&reas fechadas e a minimizacdo das probabilidades de
contaminacdo (SIMAS, 1996). Boas préaticas de experimentacdo animal € o
sistema da qualidade que diz respeito a organizacdo e as condicbes sob as
quais estudos em experimentacdo animal sao planejados, realizados,

monitorados, registrados, relatados e arquivados (OECD, 1992). Constitui um
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conjunto de principios que asseguram a confiabilidade dos laudos emitidos por
um biotério experimental e é aplicado em estudos que dizem respeito ao uso
seguro de produtos relacionados a saude humana, vegetal, animal e ao meio
ambiente.

Um sistema de boas praticas, como todo sistema da qualidade, é
dindmico com continuas implementa¢des, dependendo da evoluc¢do do estado
da arte. Consequentemente apresenta varias dificuldades, como os diferentes
modos de aplicacdo dos principios da Boa Pratica Laboratorial - BPL
(MAJEROWIVZ, 2008).

Na utilizagdo de animais experimentais vertebrados, a instituicdo devera
fornecer equipamentos e instalacbes adequadas, equipe para cuidar dos
animais e estabelecer praticas que assegurem niveis apropriados para a
qualidade, seguranca e cuidados para com 0 meio ambiente.

Os equipamentos de seguranca sao considerados barreiras priméria e
referem-se aos tipos de equipamentos de protecao individual (EPI) e coletiva
(EPC) utilizados no interior dos biotérios de experimentacdo para evitar a
contaminagcdo e a liberagdo de contaminantes bioldgicos, quimicos ou
radiolégicos (GAMBLE & CLOUGH, 1976).

As cabines de seguranca biologica (CSB), assim como outros
dispositivos e/ou equipamentos de contencdo fisica, como respiradores e
protetores faciais, sdo usados ao conduzir procedimentos que apresentem um
alto potencial de criacdo de aerossois e devem estar ligadas ao sistema de
emergéncia, no caso de falhas no fornecimento de energia (LIMA E
SILVA, 1998). Séo classificadas em classe I, classe Il, classe Il A, classe 11 B 1,
classe Il B 2, classe Il B 3 e classe Ill (FIOCRUZ, 2005). .

As instalacdes (barreiras secundarias) para animais de laboratério
consistem de um tipo especial de laboratorio. Como principio geral, os niveis
de biosseguranca séo representados por instalacdes laboratoriais, praticas e
requisitos operacionais, indicado para o trabalho envolvendo agentes
infecciosos in vivo e in vitro, sdo similares. Porém, é oportuno lembrar que as
salas onde se encontram animais podem apresentar problemas singulares. No
laboratorio, as condicbes de risco sdo provocadas pela equipe ou pelo
equipamento usado por eles. Nas salas dos animais, as atividades dos préprios

animais podem apresentar novos riscos.
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Os animais podem produzir aerossois, morder ou arranhar e podem
estar infectados por uma doenca zoondtica (MULLER, 2008). Essas
recomendacdes presumem que as dependéncias de um biotério de
experimentacdo, as praticas operacionais e a qualidade do tratamento ao
animal atendam a padrbes e regulamentos aplicaveis (“Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals 1 e Laboratory Animal Welfare Regulations 27), e
que espécies adequadas tenham sido selecionadas para 0s experimentos

animais.

3.3 BIOSSEGURANCA

3.3.1 Definicdo e importancia

Biosseguranca pode ser definida como sendo um conjunto de acbes
voltadas para a prevencao, minimizacdo ou eliminacdo de riscos inerentes a
estas atividades e que podem comprometer a saude do homem, dos animais,
do meio ambiente ou a qualidade dos trabalhos desenvolvidos (FIOCRUZ,
2005).

O conceito de risco esta associado a probabilidade que um dano, um
ferimento ou que uma doenca ocorra. Nas atividades que envolvam materiais
infecciosos ou potencialmente infecciosos, a avaliacdo do risco € um parametro
essencial para a definicdo de todos os procedimentos de biosseguranca sejam
eles de natureza construtiva, de procedimentos operacionais ou informacionais
(CARDOSO & SILVA, 2007).

O manejo de animais oferece aos humanos, basicamente, dois tipos de
risco: o infeccioso e o traumatico. Os animais podem excretar microrganismos
nas fezes, urina, saliva ou aeroliza-los podendo originar, consequentemente,
infeccOes, alergias e outros problemas. Existe ainda a possibilidade de
inoculacdo de patdégenos por mordeduras ou arranhaduras, assim como a
transmissao direta, por contato com o animal, seu sangue ou tecidos coletados
em necropsia, e indireta, por inalacdo de poeira originada das gaiolas e camas

dos animais. Além disso, muitos animais podem apresentar infeccdes
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assintomaticas, o que aumentam os riscos de contaminagfes (POLITI et al.,
2008).

3.3.2 Classificacdo de risco

Em 2006, o Ministério da Saude do Brasil publicou o manual
"Classificacao de Riscos dos Agentes Biologicos”, onde a classificacdo do nivel
de biosseguranca € norteada por diversos fatores. Dentre eles destaca-se a
patogenicidade do microrganismo infectante, viruléncia, via de inoculacéo,
estabilidade, endemicidade, concentracdo e volume, origem do agente
biolégico potencialmente patogénico, dose infectante, tipo de ensaio,
consequéncias epidemioldgicas, disponibilidade de tratamento eficaz e de

medidas profilaticas (BRASIL, 2006).

Os agentes biologicos que afetam o0 homem, 0s animais e as plantas sédo
distribuidos em classes de risco assim:
e Classe de risco 1 (baixo risco individual e para a coletividade): inclui os
agentes biolégicos conhecidos por ndo causarem doencas em pessoas Ou
animais adultos sadios. Exemplo: Lactobacillus sp.
* Classe de risco 2 (moderado risco individual e limitado risco para a
comunidade): inclui os agentes biol6gicos que provocam infec¢cdes no homem
Oou nos animais, cujo potencial de propagacdo na comunidade e de
disseminacdo no meio ambiente é limitado, e para os quais existem medidas
terapéuticas e profilaticas eficazes. Exemplo: Schistosoma mansoni.
* Classe de risco 3 (alto risco individual e moderado risco para a comunidade):
inclui os agentes biolégicos que possuem capacidade de transmisséo por via
respiratoria e que causam enfermidades humanas ou animais, potencialmente
letais, para as quais existem usualmente medidas de tratamento e/ou de
prevencdo. Representam risco se disseminados na comunidade e no meio
ambiente, podendo se propagar de pessoa a pessoa. Exemplo: Bacillus

anthracis.
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* Classe de risco 4 (alto risco individual e para a comunidade): inclui os agentes
biolégicos com grande poder de transmissibilidade por via respiratoria ou de
transmissao desconhecida. Até 0 momento ndo ha nenhuma medida profilatica
ou terapéutica eficaz contra infeccdes ocasionadas por estes. Causam doencas
humanas e animais de alta gravidade, com alta capacidade de disseminacdo
na comunidade e no meio ambiente. Esta classe inclui principalmente os virus.
Exemplo: Virus Ebola.

» Classe de risco especial (alto risco de causar doenca animal grave e de
disseminagdo no meio ambiente): inclui agentes bioldégicos de doencga animal
nao existente no Pais e que, embora ndo sejam obrigatoriamente patégenos de
importancia para o homem, podem gerar graves perdas econémicas e/ou na

producao de alimentos.

Portanto, as barreiras nos biotérios de experimentacdo serao
determinadas por esta classificacdo. O desenho das instala¢cdes que compdem
um biotério de experimentacdo constitui um dos fatores de maior importancia
assegurando a eficacia de seu funcionamento e, consequentemente, o cuidado
e a vigilancia adequada a manutencao dos animais ali alojados. A classificacéo
dos biotérios é feita de acordo com a classe de risco do(s) microrganismo(s) ali
manipulado(s) em quatro niveis de Biosseguranca (NB-A) e consistem na
combinacdo de praticas e técnicas de laboratério, equipamentos de seguranca
e instalacdes ou infra-estrutura laboratorial e representam as condi¢cdes nas
quais o0 agente pode ser manipulado com seguranca (CARDOSO & SILVA,
2007).

3.3.3 Niveis de biosseguranca de laboratérios de experimentacdo animal

A Biosseguranca é demonstrada mediante a determinacdo dos
niveis de contencdao fisica, de seus requisitos e da utilizagdo de procedimentos
de boas praticas laboratoriais, os quais tém por objetivo o desenvolvimento de
um trabalho seguro.

Os laboratérios de experimentagdo animal podem apresentar
diferentes niveis de biosseguranca.
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Consideram-se quatro niveis de biosseguranca animal - NBA-1,
NBA-2, NBA-3 e NBA-4 (BRASIL, 2001), crescentes no maior grau de
contencdo e complexidade de protecdo. O nivel de biosseguranca sera
determinado segundo o organismo de maior classe de risco envolvido
(MULLER, 2008), sendo:

NBA-1 - requer procedimentos para o trabalho com microrganismos
classe de risco 1 que normalmente ndo causam doenca em seres humanos ou
em animais.

NBA-2 - requer procedimentos para o trabalho com microrganismos
classe de risco 2, ndo transmissiveis pelo ar, mas capazes de causar doencas
em seres humanos ou em animais. O risco de contaminacéo € baixo, havendo
tratamento efetivo e medidas preventivas disponiveis.

NBA-3 - requer procedimentos para o trabalho com microrganismos
classe de risco 3, que geralmente causam doencas em seres humanos ou em
animais e podem representar risco se disseminado na comunidade, mas
usualmente existem medidas de tratamento e prevencdo. Exige contencao para
impedir a transmisséao pelo ar.

NBA-4 - requer procedimentos para o trabalho com microrganismos
classe de risco 4 que causam doencas graves ou letais para seres humanos e

animais, com facil transmisséo por contato individual.

3.3.4 Qualidade em biosseguranca

A gestdo da qualidade de biosseguranca em biotérios consiste numa
estratégia de administracdo orientada a criar consciéncia da qualidade em
todos os processos organizacionais. Compde-se de diversos estagios, como o
planejamento, a organizacdo, o controle e a lideranga. A conscientizacdo para
a qualidade e o reconhecimento da sua importancia tornou a certificagdo de
sistemas de gestdo da qualidade indispensavel uma vez que: aumenta a
satisfacdo e a confianca dos pesquisadores usuarios de animais; aumenta a
produtividade; reduz os custos internos; melhora a imagem e 0s processos de

modo continuo. Nao ha pretensao, e nem se aplica, no momento, seguirmos a
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série 1SO 9000, que define as linhas basicas e oferece as orientacdes gerais
para uma correta gestdo da qualidade e garantia de qualidade, além de
apresentar modelos de sistemas de qualidade. Tentamos atender a alguns
requisitos de certificacdo, dentre esses podemos citar: a padronizacao de todos
0S processos de organizacdo, processos que afetam a qualidade animal e
consequentemente o usuério do animal; o monitoramento e medi¢cdo dos
processos de manutencdo do animal para assegurar a qualidade do mesmo,
através de indicadores de performance e desvios; implementar e manter os
registros adequados e necessarios para garantir a rastreabilidade do processo;
inspecdo de qualidade e meios apropriados de acgbes corretivas quando
necessario; e revisao sistematica dos processos e do sistema da qualidade
para garantir sua eficacia (ROSENBERG, 2007).

A importancia da qualidade se reflete na confiabilidade nos resultados;
reconhecimento da comunidade e de seus pares; facilita a rastreabilidade dos
dados obtidos em ensaios e a documentacdo de um estudo; facilita a
organizacdo de trabalho e a comunicacao dos dados obtidos; evita duplicidade
de estudos, levando a economia de tempo, de recursos e 0 mais importante a
reducdo do numero de animais (ROSENBERG, 2007).

3.3.5 Aspectos da biosseguranca nos processos de desinfeccao.

Atualmente, o controle das doencas infecciosas continua a representar o
maior obstaculo para a manutencdo de animais. Prevenir as doencas é mais
facil, mais econémico e mais eficaz do que tentar tratar qualquer tipo de surto
que venha a ocorrer. Portanto, a adocdo de um programa preventivo de
controle de doencas e infec¢Bes é essencial para a manutencdo da saude dos
animais, validacéo dos dados de uma pesquisa e segurancga das pessoas que
cuidam dos animais (MIYAZAKI & BOAS, 2007).

A desinfeccdo dos estabelecimentos de manutengdo dos animais tem
como objetivo eliminar patdgenos, permitindo assim o que é conhecido como

um ambiente bioprotegido.



35

3.4 MICRORGANISMOS EM BIOTERIOS

3.4.1 Consideracdes gerais

O continuo desafio de se manter uma padronizacdo microbiolégica dos
animais exige ndo somente a inovagdo tecnolégica em biosseguranca, mas
também a elaboragcdo de um programa de monitorizacdo da saude dos
animais. Diversos autores (VAN DER LOGT, 1993; JACOBY & LINDSEY,
1997; SHEK, 2008; FONTES, 2008) tém enfatizado a importancia de ambas as
estratégias para prevencdo da presenca dos agentes bioldgicos em animais de
laboratério: uma rigorosa biosseguranca e uma monitorizacdo da saude dos

animais.

3.4.2 O risco da introducdo de microrganismos indesejaveis

O risco de se introduzir inadvertidamente microrganismos (virus,
bactérias, fungos e parasitos) € maior em biotérios de experimentacdo do que
em biotérios de criacdo. A introdugdo indesejavel de microrganismo pode ser
devida aos seguintes fatores: contato com animais, materiais biologicos,
equipamentos e pessoal (NICKLAS, 1993; FELASA, 2002).

Os biotérios de experimentacdo usualmente contém varias espécies e
linhagens de animais, com origens diferentes. Por isso é recomendavel que
animais sejam adquiridos em locais que também realizem uma monitorizagdo
da saude animal segundo a Federation of European Laboratory Animal Science
Associations - FELASA, mas nem sempre isso € possivel para animais
geneticamente modificados (FELASA, 2002). Uma outra estratégia importante
€ a quarentena, que visa o isolamento de animais recentemente adquiridos até
que sua condicdo sanitaria possa ser determinada (REGH & TOTH, 1998). O
uso materiais biolégicos como células, soro, esperma, dentre outros podem
resultar na introducdo de agentes indesejaveis (NICKLAS, 1993; NICKLAS et
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al.,, 1993, KOSZDIN & DIGIACOMO, 2002). Tais materiais devem ser
considerados como contaminados e 0s experimentos que os utilizem devem
ser realizados em condi¢des de isolamento, a menos que tenham sido testados
e estejam livres de contaminacdo (FELASA, 2002). Outro aspecto que deve ser
considerado é a importancia do pessoal que tem contato com 0s animais,
sejam 0s técnicos ou pesquisadores. As pessoas que tiveram contato com
animais infectados podem transportar microrganismos, nas maos ou nhas
roupas, de um local para outro. Com isso, pessoas e equipamentos podem
atuar como vetores na transmissdo de microrganismos, mesmo antes de
qualquer indicacdo de doengas nos animais, visto que eles podem transmitir
microrganismos mesmo sem apresentar sinais clinicos (FELASA, 2002).
Wolfensohn & Lloyd (1994) enfatizaram que as principais fontes de
infeccdo para os animais sdo: animais introduzidos na col6nia, agua, alimento,
cama, ar além de outros fatores de contaminacdo. E importante verificar se
todo o equipamento esta descontaminado e ndo vai atuar como fonte de
infeccdo para o animal. Exemplos de fontes potenciais de contaminac¢éo para o
animal incluem mascaras, luvas/maos sujas, jalecos, agulhas hipodérmicas,

agulha de gavagem.

3.4.3 O monitoramento dos agentes bioldqgicos

As recomendacdes da FELASA para um programa de monitorizacdo em
saude animal sdo especificas para cada espécie de animal de laboratério e
podem ser encontradas em “Recommendations for the health monitoring of
rodent and rabbit colonies in breeding and experimental units” (FELASA, 2002).
Os virus, bactérias e parasitos que devem ser monitorados em camundongos
sao determinados pela FELASA (2002), conforme Tabela 2.
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Tabela 2 — Listagem de agentes a serem monitorados em biotérios de
camundongos de acordo com as recomendacdes da FELASA (2002).

Bactérias

Virus

Parasitas

Patogeno

Bordetella bronchiseptica
Cillia-associated respiratory Bacillus
Citrobacter rodentium

Klebsiella pneumoniae

Mycoplasma pulmonis

Pasteurella spp

Pseudomonas spp

Salmonella spp

Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus beta hemolitico (grupo D)

Virus Diminuto do Camundongo (MVM)

Virus da Hepatite de Camundongos (MHV)
Pneumovirus (PVM)

Reovirus tipo 3

Sendai Virus

Virus da Coriomeningite Linfocitica (LCM)
Poliomavirus

Ectromelia virus

Virus da Encefalomielite Murina (TMEV)
(Theiler’s)

Pulgas, acaros e piolhos
Syphacia spp.
Aspiculuris tetraptera
Rodentolepis nana
Tricomonideos
Spironucleus muris
Giardia muris
Entamoeba spp

Método

CULTURA
ELISA
CULTURA
CULTURA
ELISA
CULTURA

CULTURA
CULTURA

CULTURA
CULTURA
CULTURA
CULTURA

ELISA

ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA

ELISA
ELISA
ELISA

EDMI*
EDMI

EDMI
EDMI
EDMI
EDMI
EDMI

MICROSCOPIA

*EDMI: Exame Direto da Mucosa Intestinal.
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As colonias devem ser monitoradas pelo menos trimestralmente, de
acordo com as recomendacdes da FELASA (2002), sendo que dependendo
das circunstancias locais e necessidades, essa frequéncia pode ser alterada.
Doencas bacterianas em camundongos ocorrem espontaneamente ou estdo
presentes em estado latente, sdo numerosas, e o camundongo também é
suscetivel a infeccdo experimental por muitos patdégenos de outras espécies.
Devido ao pequeno tamanho do animal, seus habitos e da complexidade dos
meétodos aplicados, é extremamente dificil avaliar a saude de um Unico animal
pelos métodos clinicos habituais. Em vez disso, € necessaria uma abordagem
coletiva, de toda a populacdo ou de uma percentagem, observando fatores
comuns que podem ser relacionados com os varios sinais de morbidade e de
mortalidade (SHOPE, 1964; FELASA 2002).

Os agentes bioldgicos usualmente relacionados aos animais de
laboratério devem ser bem conhecidos, pelos riscos que representam, portanto,
informacdes basicas sdo apresentadas a seguir sobre a maioria dos agentes

que podem afetar os camundongos.

3.4.3.1 Bactérias

.Mycoplasma spp: A diferenca principal dos micoplasmas das outras bactérias
€ que as ultimas possuem uma parede celular sélida, e por esse motivo uma
forma definida, o que facilita a sua identificacdo ao microscépio, ao passo que
0S micoplasmas possuem apenas uma membrana flexivel, o que se junta ao
pequeno tamanho para dificultar a sua identificac&o.

Mycoplasma pulmonis € o agente etiolégico da micoplasmose
respiratéria murina (MRM) (TIMENETSKY et al.,, 1992) que acomete com
frequéncia animais de laboratério (ORGANICK et al., 1966 e CASSELL & HILL,
1979), atualmente € a espécie mais relevante em camundongos e ratos. Sao
extremamente ubiquitarias, seu habitat primario é a superficie das mucosas do
trato respiratério (TRABULSI & MARTINEZ, 2005). Embora a deteccdo por
PCR seja possivel, a triagem é geralmente feita por imunodiagndstico

sorologico, mas a resposta dos anticorpos varia muito entre as linhagens de
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camundongos e ratos. A cultura é dificil, mas pode-se também detectar varias

outras espécies de micoplasmas.

.Bordetella bronchiseptica: E um bacilo ou cocobacilo pequeno, mével e Gram
negativo. A transmissdo se da por contato direto com animais clinicamente
afetados, portadores, fomites e aerossois respiratorios. Infeccdo subclinica,
ocasionalmente ocorre em roedores, € mais frequente em coelhos Existe uma
alta prevaléncia de soropositividade em coelhos de laboratorio.

Muitos surtos desta infecgcdo sao precipitados por fatores estressantes,
tais como: desequilibrios nutricionais, alteracbes de temperatura,
superpopulacéo, alteracdes no alimento, procedimentos experimentais e dietas
improprias, especialmente aquelas deficientes em vitamina C, no caso da
cobaia. Podem persistir no ambiente por longos periodos (COOTE, 2001). Em
medicina veterinaria, Bordetella bronchiseptica leva a uma série de patologias
em diferentes hospedeiros. Bordetella bronchiseptica e Pasteurella multocida

podem agir sinergicamente co-infectando o conduto nasal (MCGRAW, 2004).

.CAR Bacillus: E um bacilo que coloniza o epitélio ciliado do trato respiratorio
constituido pelos pulmdes, traqueia, laringe e as fossas nasais. E alongado
com extremidades arredondadas e tem trés camadas da parede celular.

Tem sido implicado na doencga crbnica respiratéria em camundongos,
ratos e coelhos (BAKER, 1998), mas seu papel € mascarado por infeccdo
simultanea frequente por Mycoplasma e virus. A transmissdo do CAR bacilo é
através de aerossoOis em contato com o sistema respiratorio. A infeccéo gaiola
entre as gaiolas € lenta, e CAR bacilos geralmente ndo séao transmitidos para
sentinelas, por cama suja. No entanto, pode causar doenca sem estar
associado. Pode causar aumento da morbidade e da mortalidade dos animais.
No entanto, pode causar aumento de morbidade e mortalidade dos animais em

uma coldnia e interferir com os resultados da investigacdo (GANAWAY, 1986).

.Chlamydia sp. Bactéria Gram-negativa. As espécies dentro do grupo sao
pleomorficas, isto €, de forma variavel, devido a auséncia de peptidoglicano, e
iméveis. Os membros do género Chlamydia sdo organismos intracelulares

obrigatérios, que aproveitam todo o aparelho enzimatico que infecta. As
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infeccbes sdo geralmente persistentes e subclinicas. C. psittaci pode causar
conjuntivite e pneumonia em cobaias. C. muridarum infecta, naturalmente,
apenas os membros da familia Muridae e vive nas células epiteliais dos
vertebrados, principalmente camundongos, ratos e hamsters (ALDERTON,
1996), pode, sob certas circunstancias, causar pneumonia em camundongos.
Foi isolada a partir de pulmbes de camundongos albinos suicos que tinham
sintomas semelhantes (BRUNHAM et al., 2000). C. muridarum vive nas células
epiteliais do oviduto em camundongos fémeas e nas células epiteliais da
prostata em camundongos machos. Quando as células se tornam infectadas
com este patdgeno, aumenta a absorcdo de diversas citocinas e quimiocinas,
tais como genes TLR4, CD14, TLR2, e as moléculas que ajudam a recrutar
células imunes (MACKERN-OBERTI et al., 2006).

.Citrobacter rodentium: Gram-negativo, conhecido anteriormente como
“Citrobacter freundii 4280”. Foi posteriormente caracterizado, e estudos
taxonémicos demonstraram que ele é definitivamente uma espécie distinta
(SCHAUER et al., 1995). E um patégeno n&o invasivo que infecta o célon distal
de camundongos e ratos. C. rodentium utiliza os mecanismos moleculares de
Escherichia coli enteropatogénicas para colonizar as células epiteliais do
intestino e, portanto, € um modelo ideal para estudar interacdes patdégeno-
hospedeiro in vivo (MACDONALD et al, 2003). A presenca deste
microrganismo pode causar hiperplasia colénica transmissivel em

camundongos.

.Clostridium piliforme: Gram-positivo (DUNCAN, 1993), encontrado em focos
necréticos em formas esporulantes. A transmissdo ocorre, principalmente,
através da via fecal-oral. A infeccdo por Clostridium piliforme (doenca de
Tyzzer) € caracterizada por lesdes necroéticas no figado, orgdos digestivos e
coracdao. Varias espécies animais sd0 sensiveis a este organismo, incluindo

camundongos, ratos, coelhos, caes, gatos, primatas, e cavalos.

Embora a doenca de Tyzzer seja grave em muitas espécies animais,
camundongos infectados muitas vezes n&o apresentam sintomas ou

manifesta¢des clinicas, tornando-se portadores sdos da doenca o que facilita a
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transmissao do patégeno tanto para outros camundongos quanto para outras
espécies animais. Curiosamente, diferentes linhagens de camundongos

diferem na sua suscetibilidade ao patdgeno (WAGGIE et al., 1981).

.Clostridium piliforme — é o agente da doenca de Tyzzer. O diagnostico pode
ser baseado no exame microscopico dos tecidos e testes soroldgicos, pois nédo
pode ser cultivado em meios artificiais. A triagem por histopatologia €
insensivel. Reacdes soroldgicas positivas ocorrem frequentemente sem sinais
clinicos da doengca e podem ser indicativo de infeccdo ativa recente. A
deteccdo deste patdgeno pela reacdo em cadeia da polimerase é altamente
sensivel e especifico. O teste pode ser realizado em amostras fecais em vez de
sangue ou tecido, resultando em menor trauma e risco para 0S animais.
Imunossupressdo de um namero significativo da populacédo tem sido utilizada
para demonstrar a presenca deste agente em colonias de animais, a infeccéo
tem sido reportada em camundongos nude (LIVINGSTON, et al. 1996).

.Corynebacterium sp. : Gram-positivos, se apresentam como pequenos
bastonetes pleomoérficos, com apresentacdo de bastonetes, cocoides,
agrupadas ou filamentosas. Esfregacos corados, de tecidos animais,
frequentemente revelam grupos de célula em paralelo (“em palicada”) ou
células forma de angular (“escrita chinesa”). Muitos possuem granulos
metacromaticos (polifosfato com alta energia) e melhor observado no
Corynebacterium diphteriae. Nao formam esporos, nédo alcool-acido-resistente,
catalase positivos, oxidase negativos; geralmente facultativamente anaerébios
e 0s patdgenos animais ndo sao maoveis.

Membros do género Corynebacterium sp. sdo primariamente parasitas
obrigatérios das mucosas ou pele de mamiferos, ocasionalmente s&o
encontrados em outras fontes; alguns s&do patogénicos para mamiferos,
possuindo um grande numero de espécies as quais vivem em uma variedade
de habitat, incluindo alguns importantes patégenos para 0s animais e para 0
homem. Infeccdo sintomética e subclinica (pneumonia) por Corynebacterium

kutscheri tem sido principalmente detectada em camundongos e ratos.
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. Helicobacter. Vérias espécies deste género tém sido descritas desde o seu
primeiro isolamento de roedores. Atualmente, ha indicios de que algumas
espécies tém potencial para induzir a doenca clinica ou podem ter impacto
sobre as experiéncias com animais, como H. hepaticus, H. bilis, H. typhlonicus
(FOX & LEE, 1997), considerando que nenhum desses efeitos tem sido
descritos para outras espécies como, por exemplo, H. rodentium.

Espécies adicionais sdo provaveis de serem descritas em um futuro
proximo, e uma recomendacao geral em relacdo a quais agentes estdo a ser

monitorados nao pode, portanto, ser dada neste momento.

.Leptospira sp. Espiroqueta que pertence a familia Leptospiraceae. A
classificacdo das espécies do género Leptospira esta baseada no grau de
parentesco do DNA. O género esta dividido em 17 espécies definidas, com
pelo menos, 70% de parentesco (DNA) e cuja sequéncia contém uma
divergéncia de, pelo menos, 5% de bases ndo pareadas. Esta classificacédo
coexiste com a antiga classificagdo sorologica na qual o antissoro era utilizado
para estabelecer parentesco entre as amostras isoladas (LEVETT, 2001).

As amostras de Leptospiras ainda sdo comumente referidas pelo
sorovar. Muitos sorovares estudados sdo representados por somente uma
Gnica cepa referéncia e, como mais cepas sdo estudadas, o numero de
espécies tende a aumentar (LEVETT, 2001). O monitoramento para estas
bactérias zoondéticas pode ser considerado se animais de laboratdrio tém um
risco aumentado de infeccdo, por exemplo, por contato com roedores
silvestres. O monitoramento sorologico € feito por laboratérios especializados.
Os custos sao elevados visto que 0 monitoramento para diversos sorotipos é
necessario. A ocorréncia de Leptospira sp. em colbnias contemporaneas nao €
clara. Leptospirose, no entanto, tem sido encontrada em colbnias
“convencionais” de camundongos (ALEXANDER, 1984).

.Pasteurella sp. Bactéria Gram-negativa, parte da microbiota oral, respiratoria,
genital e gastrointestinal de varios animais domésticos, por exemplo, P.
multocida gallicida é frequentemente isolado de aves e, ocasionalmente, de
suinos, e P. pneumotropica é isolada a partir de gatos e cdes e raramente a

partir de seres humanos. Algumas destas bactérias sdo também consideradas
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patogénicas para os animais e humanos. Quando cultivadas em &agar sangue,
P. pneumotropica forma colénias com coloracédo cinza claro a amarelo, de 0,5 a
1,2 micrbmetros de tamanho, dentro de 24 horas (CHARLES RIVER LAB,
1991).

Como na recomendacdo anterior da FELASA para unidades
experimentais, deve ser feito o monitoramento de todos os membros do género
Pasteurella. P. pneumotropica descreve um grupo de organismos diversificados
geneticamente. Tem sido repetidamente demonstrado que diferentes
laboratérios chegaram a conclusdes controversas sobre a identificacdo de uma
mesma cepa de Pasteurella sp. de roedor. Pasteureloses devido a P.
pseudotuberculosis ou P. pneumotropica podem ocorrer espontaneamente em
camundongos de laboratério. Estes dois ultimos microrganismos podem ser
encontrados em Vvarios tecidos de camundongos aparentemente normais.
Animais com infeccao latente submetidos a diferentes tipos de estresse, muitas
vezes provocam sinais de doenca aguda: anorexia, lassiddo e mortes subitas.
O figado dos animais infectados por P. pseudotuberculosis apresenta multiplos
abscessos focais. P. pneumotropica tem sido relatada em focos de pneumonia
em roedores e também tem sido encontrado em condicdes normais,
aparecendo do tecido pulmonar. Em outros casos este organismo foi isolado do
cérebro, utero, testiculos, figado e baco de roedores aparentemente normais.

Em casos raros, septicemia e morte foram atribuidas a P. pneumotropica.

.Pseudomonas aeruginosa: Bactéria Gram negativa, aerdbica, pertencentes a
familia Pseudomonadaceae, que compreende apenas os membros do género
Pseudomonas. Tal como outros membros do género, P. aeruginosa € uma
bactéria de vida livre, comumente encontrada no solo e na agua. No entanto,
verifica-se regularmente sobre as superficies de plantas e ocasionalmente na
superficie de animais. No entanto, P. aeruginosa tem se tornado cada vez mais
reconhecido como um patdgeno oportunista, emergente e de relevancia clinica.
Véarios estudos epidemiolégicos monitoraram a sua ocorréncia como um
patdogeno hospitalar e indicam que a resisténcia a maioria dos antibioticos €

cada vez maior nos isolados clinicos. O significado é baixo em animais
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imunocompetentes, mas pode causar doenca clinica em hospedeiros

imunodeficientes ou imunossuprimidos.

.Salmonella sp. Bactéria Gram-negativa, € um dos agentes mais comuns de
infeccbes bacterianas de camundongos. A mais encontrada € a Salmonella
typhimurium. Entretanto, camundongos sédo altamente suscetiveis a infeccao
pela maior parte delas. Roedores infectados e outros hospedeiros, incluindo
pessoal, podem ser fontes de infeccdo. Tais riscos sdo especialmente grandes
em institutos de pesquisa polivalentes que abrigam animais de diferentes status
patogénicos. Os animais adultos portadores muitas vezes parecem saudaveis.
A doenca nédo é controlavel por quaisquer medidas terapéuticas conhecidas.
Saneamento € uma parte importante de prevenir a propagacao da doenca, uma
vez que um importante meio de transmissdo € por contato com objetos
contaminados. O abastecimento alimentar e camas devem ser tratados como

potenciais fontes de infeccéo.

.Staphylococcus aureus: Se apresentam como cocos Gram-positivos e
pertencem a um grupo de microrganismos, nao formadores de esporos,
coagulase-positivos em sua maioria, anaerobicos facultativos (MCGRAW,
2004). De forma esférica, aparecem no exame microscopico em pares,
formando cadeias parecidas com cachos de uva, com cerca de 1 micrometro
de diametro, e formam colénias de cor amarelada, devido a producédo de
carotenoides. Cresce bem em ambientes salinos. E uma das espécies
patogénicas mais comuns e a mais virulenta do seu género. Esta bactéria €
encontrada também colonizando a cavidade nasal e a pele de pessoas normais
e animais (KLUYTMANS et al., 1997).

Possui toxinas, que sdo proteinas produzidas e secretadas ou expostas
a superficie pela bactéria, cuja atividade é destrutiva para as células do
hospedeiro. Bactéria ubiqua em populacées de roedores onde existe contato
direto entre humanos e animais e tem potencial para induzir os sinais clinicos
da doenca (abscessos, feridas infeccionadas). Excepcionalmente, outras
espécies de estafilococos também podem induzir sinais clinicos,

particularmente em animais imunodeficientes (BRADFIELD et al., 1993).
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.Streptococcus sp. Se apresentam como cocos Gram-positivos que se agrupam
em colbnias lineares ou em pares. Sao imaveis, ja que ndo possuem estruturas
de locomocao, como flagelos e cilios. Nenhum fabrica a enzima catalase,
sendo, portanto catalase-negativos, uma distingdo importante dos
Staphylococcus (MCGRAW, 2004). Todos os estreptococos sao aerobios
preferenciais e anaerdbios facultativos, podendo viver, também, na auséncia de
oxigénio.

Os estreptococos séo classificados de acordo com a sua capacidade de
provocar lise (morte celular) em eritrocitos, em alfa (hemdlise incompleta), beta
(hemolise total) ou gama-hemolitico (nenhuma hemolise). Também podem ser
classificados de acordo com os carboidrato nas suas membranas, de acordo
com a classificacdo de Lancefield de 1933, ainda usada.

S. pneumoniae a-hemolitico e outras espécies B-hemoliticas raramente
induzem doencga clinica e s&do importantes principalmente em animais
imunodeficientes, mas também podem levar a sinais clinicos em individuos

imunocompetentes.

3.4.3.2 Virus

.Virus Diminuto do Camundongo: “Murine Minute Virus” (MVM) é um parvovirus
DNA. Uma variante com propriedades imunossupressoras in vitro também foi
identificado. O genoma codifica duas proteinas ndo estruturais, NS 1 e NS 2,
que sado altamente conservadas entre 0s roedores e parvoviroses tém
proeminente reatividade cruzada em testes sorologicos genéricos. MVM in vitro
tem uma ampla gama de hospedeiros. Ficou demonstrado que ambas as cepas
de parvovirus de camundongo nem sempre fazem reacdo cruzada em testes
sorologicos. Portanto, ambas as cepas (FL, K87) devem ser usadas como
antigenos. Reacgles positivas também tém sido encontradas em ratos, e
recomenda-se que o0s ratos também sejam monitorados.

Infeccbes naturais geralmente ndo apresentam sinais clinicos, sao
assintomaticas. MVM é percebido como um virus comum de camundongos.
Sua prevaléncia em colbnias de camundongos inquiridas, durante os anos

1970 e 1980, foi relatada em aproximadamente 30-90%. Um inquérito recente
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de grandes centros de investigacdo biomédica revelou uma prevaléncia global
de infecc&o por parvovirus de cerca de 25% entre os camundongos isentos de
agentes patogénicos especificos e 40% entre os convencionalmente em
biotérios de camundongos (JACOBY & LINDSEY, 1997).

MVM é altamente contagioso para o camundongo, seu unico hospedeiro
natural conhecido. O virus pode infectar o trato gastrointestinal e € excretado
nas fezes e urina. Portanto, a contaminacdo de gaiolas, cama, comida,
vestuario deve ser considerada, pois € um risco para a propagacdo da
infeccdo. A transmissdo ocorre também por exposi¢cdo oronasal. Um contato
permanente com animais infectados ou camas contaminadas geralmente induz
uma resposta imune humoral dentro de trés semanas, mas pode atrasar a

soroconversao. Nao ha provas de que MVM seja transmitido no utero.

.Virus da Hepatite do Camundongo: “Mouse Hepatite Virus” (MHV) é um virus
RNA pertencente a familia Coronaviridae, género Coronavirus; possui a
estrutura de capsideo com forma helicoidal e presenca de envelope (THIEL,
2007). E altamente contagioso e a transmissdo se faz pela via oral-fecal. A
infeccdo natural produz titulos baixos de anticorpo. O virus € excretado pelas
fezes, sendo raramente encontrado no figado (MARQUES, 2006). Produz
infeccbes inaparentes que podem ser ativadas sob condicfes de estresse. As
cepas mais virulentas induzem a alta mortalidade, especialmente entre as
colénias de camundongos de laboratério. MHV em camundongos ocorrem com
frequéncia e sdo fortemente imunomoduladores. Infec¢cdes sdo normalmente
auto limitantes, mas podem ser persistentes em animais imunodeficientes.
Algumas cepas de MHV podem causar uma progressiva encefalite
desmielinizante em camundongos, que tem sido utilizado como um modelo

para esclerose mdultipla.

.Virus da Pneumonia do Camundongo: PVM €é um Paramixovirus, com RNA
de fita simples, e apresenta afinidade pelo tecido pulmonar. Nao se dissemina
facilmente por contato direto, ndo atravessa a placenta; entretanto, ocasiona
uma infeccdo aguda, assintomatica e enzootica. O virus infecta camundongos,

ratos e hamsters. Anteriormente, seu monitoramento em hamsters, cobaias e
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coelhos foi recomendado, mas o virus ndo tém sido isolado de nenhuma
dessas espécies (MARQUES, 2006).

.Reovirus tipo 3: Além de camundongos e ratos, os anticorpos tém sido
encontrados também em hamsters assintomaticos, cobaias (para qual o
monitoramento foi recomendado anteriormente) e em coelhos, mas o virus nao

foi isolado a partir de nenhuma dessas espécies.

\Virus Sendai: Virus da familia Paramyxoviridae, também conhecido como o
virus da Parainfluenza tipo 1 FAISCA & DESMECHT, 2006). Roedores, como
camundongos e ratos sao o0s hospedeiros naturais para este virus.
Soropositivos entre outras espécies (incluindo o homem) sao provaveis que
estejam intimamente relacionados.

A transmissdo se da pelo contato direto e por aerossoéis, € possivel a
transmissdo via cama contaminada. O uso de gaiolas com sentinelas é
recomendado. Provoca lesdes no aparelho respiratorio, geralmente associada
a inflamacédo bacteriana da traqueia e do pulm&o. No entanto, as lesGes sédo
limitadas e ndo sdo apenas indicativos da infeccdo pelo virus.

Segundo Eaton et al. (1982), para se controlar um surto de Sendai,
deve-se executar a desinfeccdo do ambiente do biotério, bem como eliminar os
animais infectados e implantar a rastreabilidade para receber novos animais.
Com a adocgao destes procedimentos resolve-se o problema de forma muito

rapida. Animais importados devem ser colocados em quarentena.

.Virus da Coriomeningite Linfocitica: “Lymphocytic Choriomeningitis (LCM)
Virus” é um virus RNA, género Arenavirus, familia Arenaviridae, zoonatico,
transmitido por camundongos e hamsters, mas outras espécies, como por
exemplo, coelhos, cobaias e ratos também parecem ser suscetiveis a infeccéo
experimental.

Os camundongos eliminam o virus por secre¢cfes nasais, urina, sémen,
leite e fezes. A infeccdo congénita neonatal € muito importante para essa
espécie. O virus se transmite tanto vertical como horizontalmente. Os
camundongos infectados naturalmente, raramente apresentam sintomas

clinicos. A doengca apresenta baixa mortalidade. Os animais que se
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contaminaram por via uterina mantém o virus durante toda a vida (KIMURA,
2006). Deteccdo de infeccdo enzootica em camundongos por sorologia pode
ser dificil, devido a imunotolerancia. Os animais contaminados raramente

apresentam sintomas clinicos.

.Poliomavirus do camundongo: Virus DNA, familia Poliomaviridae, género
Poliomavirus, potencialmente oncogénicos em roedores e em algumas
espécies de primatas ndo-humanos (FERNANDEZ MUNOZ, 2007).

Provoca rara manifestacdo de infeccdo cerebral que com frequéncia
evolui rapidamente uma vez iniciados os sintomas. A doenca afeta o cérebro e

a medula espinhal.

\Virus Ectromelia: “Mousepox” pertencem a familia Poxviridae, género
Orthopoxvirus. Sdo os unicos virus DNA de fita dupla que se replicam no
citoplasma da célula, apresentam envelope (MARQUES, 2006). E um patogeno
altamente virulento, natural de camundongos, que provoca “Mousepox”, uma
doenca grave com alta taxa de mortalidade, que provoca lesbes cutaneas
(FENNER et al., 1993). Tem sido isolado de surtos em colbnias de animais de
laboratério e causou graves perturbacbes na investigacdo biomédica.
Mousepox foi utilizada no passado como um modelo para estudos sobre a
patogénese das infeccdes generalizadas, a resposta imune celular a infecgdes
virais e os determinantes genéticos de susceptibilidade e resisténcia a doenca.
Ja foi proposto como um modelo para o estudo da variola.

Infeccbes recentes vieram principalmente a partir de materiais
bioldgicos contaminados, como soros e células e também pelo contato com
camundongos silvestres e animais de estimacdo. A suscetibilidade e resposta
de anticorpos diferem muito entre as linhagens de camundongos (MARQUES,
2006).

.Virus da Encefalomielite Murina de Theiler (TMEV): “Mouse poliovirus”
(“Theiler's meningoencephalitis virus”) sdo virus RNA, patégeno entérico de
camundongos, pertencente ao género Cardiovirus da familia Picornaviridae. Os
TMEYV tém sido classificados em dois subgrupos, de acordo com sua atividade

biolégica apods inoculagéo intracerebral. Cepas neurovirulentas (GDVII e FA)
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induzem uma encefalite aguda e fatal, enquanto aquelas de baixa viruléncia
(TO, WW, DA e BeAn) persistem no sistema nervoso central, induzindo doenca
cronica, caracterizada por desmielinizacdo. A enfermidade recebeu
consideravel atencdo devido a sua semelhanca com a poliomielite humana
(MARQUES, 2006).

A infeccdo natural por TMEV tem sido demonstrada em colonias
convencionais de camundongos e, em sua maioria, a infeccdo é assintomatica.
Embora o TMEV seja descrito como um patdogeno de camundongos, anticorpos
para TMEV-GDVII tém sido detectados em soros de ratos provenientes de
biotérios que mantém colbnias convencionais (RODRIGUES, 2004).

3.4.3.3 Parasitos

ENDOPARASITOS

.NEMATODEOS: Varias espécies foram relatadas na maioria das espécies de
animais de laboratorio. Eles podem colonizar diferentes partes do trato
intestinal, como estébmago, figado, ceco, colon e até mesmo a vesicula urinéria
de ratos, como ocorre para Trichosomoides crassicauda. Devido as diferencas
em seus ciclos de vida e diferentes predilecdes por sitios em seus hospedeiros,
diversas técnicas de deteccdo (por exemplo, exame perianal com fita de
celofane, flotacdo, conteddo cecal imido) podem ser necessarias para detectar
ou excluir estagios parasitarios de nematdides em camundongos e ratos

(Syphacia sp, Aspiculuris sp) com suficiente segurancga.

.Syphacia obvelata: Endoparasito pertencente a familia Oxyuridae, presente
em quase todas as criagdes convencionais de camundongos, ratos e hamsters.
Este nematodo habita o ceco, apresentando ciclo biolégico completo que se
completa a cada 15 dias. Os machos morrem apés o acasalamento. Fémeas
gravidas migram para o anus, a noite, e ejetam os ovos. Doze horas apos ser
ejetado, o ovo com a larva infectante é ingerido pelo roedor, como um
contaminante na racao ou durante a limpeza das gaiolas.

Uma caracteristica incomum sobre o ciclo de vida desta espécie é a

possibilidade de retroinfecgdo. Se isso ocorrer, eles podem fazer seu caminho
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para o ceco na forma madura. H4 também evidéncias de que podem eclodir
larvas na regido perianal e penetrarem no anus e migram para 0 ceco
(ROBERTS & JANOVY. JR, 2002). A infeccado é subclinica, mas quando &
macica, ha um aumento do nimero de animais que apresentam prolapso de
reto (MARQUES, 2006).

Aspiculurus tetraptera: Endoparasito pertencente a ordem Ascarida, familia
Oxyuridae, amplamente destribuido em colbénias de roedores convencionais,
parasitando o ceco de camundongos. E considerado um parasito n&o
patogénico.Transmitido pela ingestdo de ovos embrionados (MARQUES,2006).

.CESTODEOS: A maioria das espécies requer um hospedeiro intermediario e
sdo, portanto, improvaveis de serem encontrados em instalagfes de animais
bem geridas. Alguns, no entanto, podem ter um ciclo de vida direto, como, por
exemplo, pela ingestdo de ovos, como o Vampirolepis nana, que ja foram

detectados em coldnias de roedores convencionais.

.Rodentolepis nana: E a tenia ana, de parasitismo raro, pode ser transmitida de
modo indireto através de insetos, como baratas e besouros ou pulgas, como
hospedeiros intermediarios. Também pode ser transmitida através da ingestao
direta ou por auto-infecgéo, na qual todo o ciclo de vida ocorre no intestino
delgado do hospedeiro. Seu ciclo de vida completo é de 14 a 16 dias.
Normalmente ndo ha sinais exteriores de infec¢do. Entretanto, enterite catarral,
diarréia, emagrecimento e perda de peso podem ocorrer com grandes
infecgbes (ROBERTS & JANOVY JR, 2002).

.TRICOMONIDEOS:

.Tritriichomonas muris: Protozoario flagelado, ndo patogénico, pertencente a
classe Mastigophora, habitante comum do ceco e colo de camundongos, ratos
e hamsters. Seu ciclo biologico € simples e direto. O trofozoito é eliminado com
as fezes, praticamente n&o produzindo cistos. Quando em grande quantidade
pode ocasionar diarréia no hospedeiro (MARQUES, 2006). A principal via de

infeccéo é a ingestao feco-oral.
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Atualmente, ndo existem evidéncias de que estes flagelados
possivelmente apatogénicos tenha qualquer impacto sobre os parametros
fisiolégicos de seu hospedeiro. S&o, contudo, provavelmente espécie-
especificos e, portanto, podem ser um indicador de uma fuga no sistema de

barreira ou do contato direto ou indireto com roedores silvestres.

.Spironucleus muris (Hexamita muris): Protozoario flagelado, pertencente a
familia Hexamitidae que vive na mucosa intestinal, principalmente no duodeno.
O principal modo de transmissao é através da ingestao de cistos infectantes. A
incidéncia de infeccdo é baixa em colbnias de camundongos convencionais.
Camundongos com 3 a 6 semanas de idade parecem ser mais suscetiveis,
quando infectados sdo geralmente menores em tamanho e tém distenséo
abdominal. Podem apresentar desidratacdo e anorexia, a massa fecal pode ser
visto na é&rea perianal (ROBERTS & JANOVY JR, 2002). Camundongos
derivados por cesariana e mantidos em um biotério com barreiras, séo
geralmente livres deste protozoario. Eles podem induzir a sinais clinicos e ter
impacto em varios tipos de experimentos.

.Giardia muris: Protozoéario flagelado, pertencente a familia Hexamitidae,
subfamilia Giardinae e colonizam a parte superior do intestino delgado de
animais convencionais (ROBERTS & JANOVY JR, 2002), causando,
geralmente, infec¢des subclinicas em roedores de laboratério; entretanto,
podemos observar que os animais apresentam perda de peso, piloerecdo e
distensdo abdominal com intensa producdo de gases. A ingestdo de cistos
infectantes é o principal modo de transmissao, e a dose minima infectante para

um camundongo é de aproximadamente dez cistos (MARQUES, 2006).

.Entamoeba muris: Protozoario pertencente a classe Sarcodina, familia
Entamoebidae. Reproduzem-se por divisdo binaria, sendo os cistos a forma
infectante do parasito. Sdo comensais e colonizam o ceco e 0 colo
(MARQUES, 2006). Infeccbes sdo subclinicas e nenhum exemplo de
interferéncia com pesquisa foi relatado. Eles podem, contudo, ser um indicador

de falhas nas barreiras sanitarias.
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.ECTOPARASITOS: Colbnias de animais de laboratério podem sofrer
severamente com ectoparasitas (acaros, pulgas, piolhos, maléfagos), o que

nao deve ocorrer em biotérios controlados.

3.5 Microbiota do animal e contaminacdo ambiental

O conhecimento do padrdao microbioldgico dos animais de laboratério é
de fundamental importancia ndo sé porque pode afetar os animais e as
pessoas, mas porque pode também influenciar severamente os resultados dos
estudos experimentais. O primeiro simpoésio que tratou da influéncia dos
microrganismos nos resultados experimentais ocorreu em 1971 (PAKES &
BENIRSCHKE, 1971) e desde entdo a importancia dos microrganismos como
fatores que podem influenciar os experimentos em animais tem sido descrita
por varios autores (BAKER, 1998; NICKLAS et al., 1999, PETERSON, 2008;
CLIFFORD & WATSON, 2008).

Os agentes infecciosos podem afetar os animais de diferentes formas.
Alguns vao ocasionar doencas, induzindo sinais clinicos com variavel
morbidade e mortalidade. Outros, porém, podem causar infec¢gdes silenciosas
que sO6 vao aparecer com o0s procedimentos experimentais (estresse,
imunossupressao, tumores, substancias téxicas) ou com influéncias ambientais
(transporte, temperatura, umidade). Um outro aspecto importante € que,
independente de seu potencial patogénico, alguns microrganismos podem
alterar alguns parametros fisiolégicos e com isso aumentar a variabilidade entre
os individuos em um experimento. Consequentemente, isso pode acarretar
uma necessidade de maior numero de animais para se obter um estudo
significativo.

O fator predisponente mais importante em animais de laboratério, capaz
de ocasionar a imunossupresséao e o subsequente desenvolvimento da doenca
€ 0 estresse. Sabe-se atualmente que o estresse pode estar presente mesmo
nos considerados “simples” procedimentos de rotina. Balcombe e
colaboradores (2004) investigaram, em cerca de 80 trabalhos publicados, o
estresse associado a trés procedimentos de rotina em biotérios de

experimentacdo: manejo (qualquer tipo de manipulacédo néo invasiva ao animal,
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como pegar no animal, troca-lo de gaiola), coleta de sangue e o procedimento
de administracdo forcada de liquidos ou alimento por sonda esofagica
(gavagem). Os resultados demonstraram que 0s animais reagem a cada um
desses procedimentos com respostas fisioldgicas relacionadas ao estresse. Ha
modificacdes significativas nos parametros que sédo considerados indicadores
de estresse, tais como: concentragcdo de cortisol no sangue, prolactina ou
horménio do crescimento, glicose, epinefrina, pressédo arterial, frequéncia
cardiaca e comportamento. As diferencas observadas variaram de 20 a 100%,
podendo mesmo ser ainda maiores, em relacdo aos valores basais ou ao grupo
controle e duram no minimo trinta minutos. Observaram também que a
resposta imune dos animais se alterava, quando eram manipulados pelo
pessoal do laboratério. A conclusdo desse estudo (BALCOMBE et al., 2004)
indica que h& quase que uma situacdo “permanente” de estresse na vida dos
animais de laboratério que pode influenciar a resposta imune de forma
constante.

E importante reconhecer que o perfil das infec¢cbes em biotérios vem se
modificando ao longo dos tempos. Varios agentes infecciosos, 0s quais eram
presentes em biotérios, agora estao ficando mais raros, tais como virus Sendai,
Mycoplasma pulmonis e cestédeos, embora continuem presentes em
populacdes silvestres, assim como possivelmente em amostras armazenadas
(CLIFFORD & WATSON, 2008). No entanto varios outros agentes biolégicos
continuam presentes, assim como o virus da hepatite do camundongo (MHV)
(CLIFFORD & WATSON, 2008).

O problema da contaminacdo microbiologica dos biotérios tem sido
amplamente abordado na literatura cientifica (BAKER, 1998; REGH & TOTH,
1998; CARTY, 2008; PETERSON, 2008), embora existam poucos estudos
publicados comparando os biotérios quanto ao seu "status microbioldgico.

O estudo de SEOK e colaboradores (2005) realizado na Coréia avaliou
122 camundongos e 90 ratos de cinco grandes biotérios de criacdo, sendo trés
SPF e dois convencionais, durante o periodo de 2000-2003. Nos camundongos
foram detectados virus da hepatite do camundongo (MHV), Sendai virus e
Mycoplasma, todos oriundos de biotérios convencionais. Helicobacter sp. foi
identificado por PCR em uma de 24 amostras dos camundongos. Oocistos de

criptosporidios foram observados apenas em camundongos convencionais
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(4%). Os exames histopatoldgicos revelaram espessamento da parede alveolar
e infiltrac&o linfocitica ao redor dos bronquiolos dos camundongos oriundos de
biotérios contaminados.

Outro estudo comparativo € o de WON e colaboradores (2006) que
compararam 0s animais (ratos e camundongos) mantidos em biotérios
convencionais e com barreiras na Coréia, durante um periodo de cinco anos a
fim de observarem a contaminacdo microbiolégica. Nesse estudo, foram
testados 670 camundongos de 51 biotérios (38 com barrreira e 13
convencionais) e 265 ratos de 34 biotérios (18 com barreira e 16
convencionais). Dentre os camundongos de biotérios com barreiras foram
detectados hantavirus, virus da hepatite do camundongo (MHV), Mycoplasma
pulmonis, Pseudomonas aeruginosa, Pasteurella pneumotropica, pulgas e
protozoarios e nos camundongos de biotérios convencionais foram
encontrados hantavirus, virus da hepatite do camundongo (MHV), Sendai virus,
Mycoplasma pulmonis, Pasteurella pneumotropica, pulgas e protozoarios. No
entanto, de acordo com o0 esperado pelos autores, a prevaléncia dos
microrganismos foi bem maior nos biotérios convencionais quando comparados
aos com barreiras. Mais de 40% dos biotérios convencionais apresentaram
virus da hepatite do camundongo (MHV), Sendai virus e Mycoplasma pulmonis,
sendo que dentre os biotérios infectados a prevaléncia mais alta foi do virus da
hepatite do camundongo (MHV) com 84,6%. Os autores concluiram
destacando a relevancia desse patégeno em camundongos e também do
hantavirus, que foi encontrado em ambos os tipos de biotérios e que, portanto,
deve passar a ser investigado rotineiramente na Coréia, segundo sugestédo dos
autores (WON et al., 2006).



4 MATERIAL E METODOS

4.1. DESENHO DO ESTUDO

Com o propésito de avaliar a utlizacdo de protocolo de
descontaminacdo com formol a 37% em biotérios bioprotegidos e néao-
bioprotegidos, foram analisadas microbiologicamente amostras oriundas do
ambiente e dos animais de ambos os biotérios. As amostras ambientais de
cada biotério foram coletadas antes e depois dos procedimentos de
descontaminacédo, e repetidas a cada 90 dias. Ja as amostras dos animais
foram coletadas no momento de sua introdu¢do no biotério bioprotegido e
repetidas a cada 90 dias, entre Abril de 2007 e Outubro de 2008.

4.2 LOCAL DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

Foram utilizados nesse estudo dois biotérios de experimentagdo,
localizados no Campus da Fundacédo Oswaldo Cruz, pertencentes ao Instituto
Oswaldo Cruz (IOC-FIOCRUZ), sendo um deles considerado bioprotegido

(biotério A) e outro néo (biotério B).
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4.3 ANIMAIS UTILIZADOS

Cada um dos biotérios estudados tem uma populacéo de cerca de 3.000
camundongos, machos e fémeas, e de diferentes linhagens e idades. Desta
forma, 222 animais (7,44%) do biotério A e 316 (10,54%) do biotério B foram
randomicamente selecionados para o estudo, totalizando 538 animais. Tomou-
se o0 cuidado de incluir animais de todos os “racks” e estantes ventiladas de
cada biotério.

Para os testes bacterioldgicos, utilizou-se amostras de 222 animais do
biotério A e 236 do biotério B; para os testes viroldgicos, 119 do biotério A e
236 do biotério B; ja para os exames parasitologicos, utilizou-se 158 do biotério
A e 316 do biotério B. A escolha de animais para cada bateria de testes se deu

também de forma randdémica.

4.4 PROCEDIMENTOS

4.4.1 Caracterizacdo, descontaminacao e controle dos biotérios.

Para fins deste estudo o biotério A, bioprotegido, apresentava um
rigoroso controle de acesso de pessoal possuindo cameras que fazem a
filmagem de tudo o que ocorre em seu interior. JA o biotério B, embora
teoricamente deveria ter controle de acesso, ndo possuia tais cameras. Em
ambos o0s biotérios foram realizados o0s mesmos procedimentos de
higienizacdo e descontaminacéo e foram sempre utilizados equipamentos de
protecdo individual pelas pessoas que manipulam os animais. Dessa forma, a
grande diferenca entre os biotérios refere-se a obediéncia rigorosa as
regulamentacdes/boas praticas em todos os niveis nas dependéncias dos
biotérios.

Ambos os biotérios, sem a presenca de animais, foram submetidos a
descontaminacdo por solucdo de formol a 37%, (dia 0), um gas encontrado

disponivel na forma liquida em solu¢des de contendo metanol para retardar a
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polimerizacdo (formalina). Os técnicos que participaram dos procedimentos de
descontaminacéo fizeram uso de Equipamento de Protecdo Individual (EPI)
apropriado. Apés 10 dias, sem a ocorréncia de entrada de pessoal e animais,
foi realizada a colheita de material do ambiente em cada um dos biotérios para

fins de investigagcdo de presenca de bactérias (Tabela 3).

4.4.2 Bioprotecao dos biotérios

Para o procedimento basico de bioprotecdo em um ambiente, iniciou-se
com a higienizacdo e apOs sua conclusdo, prosseguiu-se com a etapa de
desinfeccdo ambiental. A higienizacdo e a desinfeccado foram realizadas na
sequéncia teto, parede e piso, respectivamente. Equipamentos e materiais das
salas de animais que sdo sensiveis a a¢do de produtos quimicos e a umidade
foram transferidos de ambiente. Em caso em que nao foi possivel o
deslocamento, a superficie destes foi protegida com plastico esterilizado,
principalmente em pontos eletro—eletrénicos.

A primeira agado tomada em cada ambiente foi a varredura de piso e
recolhimento do lixo, despejado em caixa destinada a higienizacao. O tempo de
acao adotado para cada produto foi de 15 a 20 minutos.

A sanitizacdo dos ambientes obedeceu a uma sequéncia de produtos,
sendo primeiro utilizado um desinfetante e por Gltimo um sanitizante. Durante a
realizacdo da atividade, atentou-se para os sistemas de vedacdo de portas,
visores e pias. Os materiais de desinfeccdo foram lavados com agua e
desinfetados com alcool 70%, para entdo serem transportados para a area
bioprotegida. Os materiais foram transportados através de autoclave de
barreira ou porto de passagem, dependendo de suas caracteristicas fisico—
quimicas, como tamanho, resisténcia a acido peracético e possibilidade de
autoclavacao.

O desinfetante utilizado foi o Cloreto de Benzalconeo a 50% e o
sanitizante utilizado foi monoperssulfato de potassio em solugdo de 1%. A
avaliacdo da qualidade do status sanitario de cada ambiente foi obtida através
de exame laboratorial realizado com auxilio de swabs, passados em pontos

pré-determinados apds os procedimentos de desinfeccdo, semeados em
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placas contendo Agar-sangue e processadas de acordo com as técnicas
bacteriol6gicas correntes.

ApOs a coleta das amostras ambientais e verificacdo de resultados
negativos para bactérias patogénicas, realizou-se nova higienizacdo do
ambiente e entdo liberou-se a entrada de animais. A partir de entdo, apés 90
dias, regularmente foram colhidas amostras dos animais para investigacéo
microbiolégica e parasitaria durante o periodo de abril de 2007 a outubro de

2008 em ambos os biotérios.

4.4.3 Coleta de Amostras

- Amostras do ambiente: de cada um dos dois biotérios foram coletadas
com auxilio de “swabs” estéreis amostras das portas, teto, saidas de ar
condicionado, chao, paredes, “racks” e estantes ventiladas para fins de
investigacao bacteriolégica (Tabela 3).

- Amostras dos animais: de cada um dos animais selecionados para
cada bateria de testes coletou-se amostras de fezes e sangue para obtencéo

do soro e fragmentos de traquéia durante a necropsia.

4.4.4 Anélises microbioldgicas e parasitolégicas

O monitoramento sanitario foi realizado no Laboratorio de Controle de
Qualidade Animal do Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio (CECAL-
FIOCRUZ).

O isolamento bacteriano foi realizado pela cultura em placas com meios
especificos para o crescimento de bactérias patogénicas e a identificacdo
realizada no equipamento VITEK- Biomeriux. O sistema automatizado permite
a agilidade no processo de identificacdo e na validacdo dos resultados,
minimizando possiveis erros operacionais.

O diagnostico das viroses foi realizado pela técnica de ELISA (“Enzyme

Linked Immunosorbent Assay”), com “kits” comerciais produzidos para cada
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enfermidade, de acordo com as recomendacdes dos fabricantes. Com o auxilio
de uma leitora de ELISA as microplacas foram submetidas a leitura por
espectometria. Amostras positivas e proximas e proximas ao ponto de corte
foram obrigatoriamente repetidas para confirmacéao.

Os exames parasitolégicos foram divididos em duas etapas: O
ectoparasitologico que consistiu na inspec¢do do pelo do animal a microscopia
estereoscopica, quando foram pesquisados acaros e piolhos. Ja o
endoparasitolégico foi feito pela técnica da fita adesiva de celofane e técnicas
coproparasitolégicas. Os testes qualitativos sdo complementados com andlises
guantitativas, onde a carga parasitaria encontrada foi simbolizada com a
referéncia cruzes (+, ++, +++ e ++++).

As amostras foram submetidas as analises para investigacdo de
bactérias, virus e parasitos de acordo com as recomendacdes da FELASA
(2002), conforme Tabela 2. Para a investigacdo de agentes bacterianos,
procedeu-se a cultura bacterioldgica especifica para Bordetella bronchiseptica,
Citrobacter rodentium, Klebsiella pneumoniae, Pasteurella sp, Pseudomonas
sp., Salmonella sp., Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae e Streptococcus B-hemolitico. A presenca de
anticorpos anti-Cillia-associated respitatory Bacillus e anti-Mycoplasma
pulmonis foi avaliada por ELISA.

Para a investigacdo de anticorpos direcionados aos principais virus dos
camundongos, testou-se por ELISA anticorpos anti-MVM, MHV, PVM, Reovirus
tipo 3, Sendai Virus, LCMV, Poliomavirus, Ectromelia virus e TMEV. Ja para as
investigacdes parasitoldgicas, investigou-se a presenca de pulgas, acaros e
piolhos por microscopia direta, e de Syphacia sp., Aspiculuris tetraptera,
Rodentolepis nana, Tricomonideos, Spironucleus muris, Giarida muris e

Entamoeba sp. por Exame direto da mucosa intestinal (EDMI).



60

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi montado um banco de dados utilizando-se o programa Excel, no qual
constam os resultados obtidos. Os dados foram submetidos a analise descritiva
e teste ndo-paramétrico do Qui-quadrado (X?). Considerou-se estatisticamente

significativas associacfes com valor de p <0,05.



5 RESULTADOS

As bactérias foram os Unicos patégenos cuja presenca foi observada
também no biotério bioprotegido (A). De todos os patdgenos bacterianos
observados, verificou-se que no biotério ndo-bioprotegido (B) foi detectada a
presenca de C. rodentium, K. pneumoniae, Pasteurella sp., Pseudomonas sp.,
além de anticorpos anti-Mycoplasma. Ja no biotério A evidenciou-se apenas a
presenca de K. pneumoniae, Pseudomonas sp. e Pasteurella sp., conforme
Tabela 4.

No que se refere aos anticorpos especificos para as principais viroses de
camundongos, verificou-se no biotério B a presenca de anticorpos anti-MVM,
MHV, PVM, Reovirs tipo 3, LCM e TMEV. Ja no biotério A, ndo se evidenciou a
presenca de anticorpos especificos para nenhuma das viroses testadas
(Tabela 4).

Quanto a presenca de parasitos, verificou-se no biotério B a ocorréncia
de Syphacia sp., Aspiculuris tetraptera, Tricomonideos, Spironucleus muris e
Giarida muris, enquanto no biotério A nenhum dos parasitos pesquisados foi
evidenciado (Tabela 4).

No que se refere ao niumero de amostras positivas, verifica-se, no caso
das bacterioses, que Pasteurella sp. foi o agente mais frequentemente
encontrado no biotério A, verificado em oito das 222 amostras tesadas, seguido
de Klebsiella pneumoniae (5/222) e Pseudomonas sp. (2/222). No biotério B,
Pasteurella sp. foi também o agente mais frequentemente encontrado (8/296),
seguido de Klebsiella pneumoniae (7/296), Pseudomonas sp. e Mycoplasma
pulmonis (3/296 cada), Staphylococcus haemolyticus (2/296) e Citrobacter
rodentium (1/296). A comparacgéao estatistica do nUmero de amostras positivas
dos dois biotérios, em funcdo de sua baixa freqiéncia, ndo se mostrou
estatisticamente significativa (Tabela 5).

No que se refere ao numero de amostras positivas, no caso das viroses,

verificou-se que nenhum dos agentes pesquisados foi evidenciado no biotério
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A. No biotério B, o virus da Hepatite de Camundongos (MHV) foi
significativamente o agente mais encontrado (146/236), seguido do Virus da
Encefalomielite Murina - TMEV (85/236), Virus Diminuto do Camundongo -
MVM (65/236) e, em menores propor¢cbes, o Virus da Coriomeningite
Linfocitica - LCMV (15/236), Pneumovirus (7/236) e Reovirus tipo 3 (5/236). Os
demais virus ndo foram evidenciados. A comparacao estatistica do nimero de
amostras positivas dos dois biotérios mostrou-se estatisticamente significativa
no caso do MHV, TMEV e MVM (Tabela 6).

Quanto & presenca de parasitos verificou-se que, assim como no caso
das viroses, nenhum dos parasitos estudados foi evidenciado no biotério A. No
biotério B, Syphacia sp. foi significativamente o agente mais encontrado
(161/316), seguido em menores propor¢des por Spironucleus muris (13/316),
Tricomonideos (7/316) e Giarida muris (1/316). Os demais parasitos nao foram
evidenciados. A comparagdo estatistica do numero de amostras positivas dos
dois biotérios mostrou-se estatisticamente significativa somente no caso de
Syphacia sp. (Tabela 7). Nao foram evidenciados ectoparasitos em nenhum
dos animais testados.
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Tabela 3: Pontos de ambiente biotério A e do Biotério B submetidos a coleta de

material para fins de investigacao de presenca de bactérias.

Local Principal
Sala
Sala
Sala
Sala
Sala
Sala

Corredor
descontaminado
Corredor
descontaminado
Corredor
descontaminado
Corredor
descontaminado
Corredor
descontaminado
Corredor ndo
descontaminado
Corredor ndo
descontaminado
Corredor ndo
descontaminado
Corredor ndo
descontaminado
Corredor ndo
descontaminado

Local
Secundéario
Parede
Chéo
Porta
Ar condicionado
Estante ventilada
"Rack” ventilado
Autoclave
Parede
Chéo
Porta
Ar condicionado
Autoclave
Parede
Chéo
Porta

Ar condicionado

Biotério A
Contaminacéao

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

Biotério B
Contaminacéao

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

Obs.: Apds 72 horas de incubacédo a 37°C as culturas de swabs ambientais
relacionados acima, foram todas positivas para Streptococcus uberis,

Streptococcus agalactiae e Erysipelothrix rhusiopathiae.
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Tabela 4. Presenca de Bactérias, Virus e Parasitos em Biotérios de
Camundongos Bioprotegido (A) e Nao-Bioprotegido (B).

Patdégeno Camundongos

Biotério A Biotério B

Bordetella bronchiseptica - -

Cillia-assoc resp. Bacillus - -
Citrobacter rodentium X
Klebsiella pneumoniae X
Bactérias Mycoplasma pulmonis - X
X
X

X

Pasteurella spp X

Pseudomonas spp X

Salmonella spp - -
Staphylococcus haemolyticus - -
Staphylococcus aureus - -
Streptococcus pneumoniae - -
Streptococcus B-hemolitico (grupo D) - -

Virus Diminuto do Camundongo (MVM) - X
Virus Hepatite de Camundongos (MHV) - X
Pneumovirus (PVM) - X
Reovirus tipo 3 - X
Virus Sendai Virus - -
Virus da Coriomeningite Linfocitica (LCM) - X
Poliomavirus - -
Ectromelia virus - -
Virus da Encefalomielite Murina (TMEV) - X

Pulgas, acaros e piolhos -
Syphacia spp. -
Aspiculuris tetraptera -
Parasitos Rodentolepis nana -
Tricomonideos -
Spironucleus muris -
Giardia muris -
Entamoeba sp. - -

X X

X X X
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Tabela 5 — NUmero de amostras positivas para a pesquisa de bactérias em
Biotérios de camundongos Bioprotegido (A) e Nao-Bioprotegido (B).

Bactérias Biotério A Biotério B p-valor 2
Bordetella bronchiseptica 0/222 0/296 -
Cillia-assoc resp. Bacillus 0/222 0/296 -
Citrobacter rodentium 0/222 1/296 0,386
Klebsiella pneumoniae 5/222 71296 0,933
Mycoplasma pulmonis 0/222 3/296 0,132
Pasteurella sp. 8/222 8/296 0,552
Pseudomonas sp. 21222 3/296 0,897
Salmonella sp. 0/222 0/296 -
Staphylococcus haemolyticus 0/222 2/296 0,259
Staphylococcus aureus 0/222 0/296 -
Streptococcus pneumoniae 0/222 0/296 -

Streptococcus B-hemolitico (grupo D) 0/222 0/296 -
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Tabela 6 — NUmero de amostras positivas para a pesquisa de anticorpos
antivirais em Biotérios de camundongos Bioprotegido (A) e N&o-Bioprotegido

(B).

Virus Biotério A Biotério B p-valor 2
Virus Diminuto do Camundongo (MVM) 0/119 65/236 <0,0005
Virus Hepatite de Camundongos (MHV) 0/119 146/236 <0,005
Pneumovirus (PVM) 0/119 71236 0,058
Reovirus tipo 3 0/119 5/236 0,110
Sendai Virus 0/119 0/236 -
Virus Coriomeningite Linfocitica (LCM) 0/119 15/236 0,005
Poliomavirus 0/119 0/236 -
Ectromelia virus 0/119 0/236 -

Virus Encefalomielite Murina (TMEV) 0/119 85/236 <0,0005
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Tabela 7 — NUumero de amostras positivas para a pesquisa de parasitos em
Biotérios de camundongos Bioprotegido (A) e Nao-Bioprotegido (B).

Parasitos Biotério A Biotério B p-valor 2
Pulgas, acaros e piolhos 0/158 0/316 -
Syphacia spp. 0/158 161/316 <0,0005
Aspiculuris tetraptera 0/158 2/316 0,316
Rodentolepis nana 0/158 0/316 -
Tricomonideos 0/158 7/316 0,059
Spironucleus muris 0/158 13/316 0,010
Giardia muris 0/158 1/316 0,475

Entamoeba spp. 0/158 0/316 -




6 DISCUSSAO

Comparando-se o0s resultados deste estudo com a literatura
especializada em animais de laboratério, observou-se que, embora tenha
ocorrido uma modificacdo na prevaléncia das infec¢des, algumas destas sé&o
persistentes, enquanto outras despontam como emergentes, determinando um
importante desafio no campo da qualidade microbiolégica em animais de
laboratério. Apesar da importancia do controle microbiologico, destacado na
literatura, observou-se que existem poucos estudos com a finalidade de dar
visibilidade aos problemas das infec¢cbes nos diversos biotérios em que 0s
animais se encontram em diferentes paises. Destacam-se o0s estudos de
JACOBY & LINDSEY (1997), nos EUA, e SEOK e colaboradores (2005) e
WON e colaboradores (2006), ambos na Coréia, 0s quais mais se assemelham
a proposta do nosso estudo.

Para fins deste estudo optou-se por fazer a testagem das amostras para
0S microrganismos de acordo com a rotina da instituicdo em que se encontram
0os biotérios estudados. A rotina institucional segue as recomendacdes da
FELASA (2002) em linhas gerais. A proposta da FELASA representa um
consenso de varias associacfes de animais de laboratério em toda a Europa,
que visam a padronizacdo de tais procedimentos e por isso tem sido a
referéncia para os biotérios também em diversos paises, como no Brasil.

Os resultados indicaram que a maior contaminagédo e concentracao de
agentes ocorreu no Biotério B, isto € no biotério ndo-bioprotegido, o0 que ja era
esperado neste estudo. Nos poucos estudos encontrados na literatura cientifica
gue compararam animais oriundos de biotérios com barreiras com animais
oriundos de biotérios convencionais (SEOK et al., 2005; WON et al., 2006), os
resultados também indicaram maior contaminagcdo dos animais nos ambientes

convencionais, 0 que equivale a dizer ndo-bioprotegido neste estudo.
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O tipo de estratégia adotada neste estudo visando diminuir a
contaminacdo ambiental do biotério A — bioprotegido - acabou por realcar a
importancia da conscientizacdo e treinamento do pessoal que manipula os
animais, sejam eles os técnicos que cuidam dos animais e/ou pesquisadores.
O fato do biotério A ter uma camera filmando as atividades diarias funcionou
como uma permanente vigilancia para que todos os procedimentos ocorridos
em seu interior estivessem de acordo com as regulamentacdes e
recomendacdes. Tal fato reforca a abordagem de Pritt e colaboradores (2007)
que destacaram a importancia do treinamento do pessoal quando se objetiva
trabalhar com biosseguranca. Os autores citados destacaram a “cultura de
biosseguranga” como um componente critico para que qualquer instituicdo seja
bem sucedida, sendo que tal cultura depende basicamente de um efetivo
programa de treinamento de pessoal em todos os niveis. Embora no presente
estudo nédo tenha sido realizado um treinamento especifico e diferenciado do
pessoal que frequentava o biotério A (bioprotegido), acredita-se que a
constante filmagem das areas de manipulagcdo dos animais assegurou a
perfeita implementacdo do que Pritt e colaboradores (2007) chamaram de
“cultura da biosseguranga”.

Bactérias foram encontradas em ambos os biotérios, enquanto virus e
parasitas somente foram detectados no biotério ndo-bioprotegido.

As bactérias encontradas no presente estudo em ambos o0s biotérios,
Klebsiella pneumoniae, Pasteurella sp e Pseudomonas sp néo representam
achados incomuns. Na investigacdo de Won e colaboradores (2006)
Pasteurella pneumotropica e Pseudomonas aeruginosa também estavam
presentes nos biotérios com barreiras e nos convencionais, o que coincide com
os achados do presente estudo, sendo que Klebsiella pneumoniae nao foi
investigada por eles, 0 que ndo permite a comparagdo com nosso estudo.
Pasteurella pneumotropica foi relatada em 50% dos biotérios com barreiras e
em 54% dos convencionais no estudo de Won e colaboradores (2006), o que
revela ser um achado freqliente em biotérios na Coréia. Pseudomonas
aeruginosa, embora em menor percentual, também apareceu em 5% dos
biotérios com barreiras e em 15% dos biotérios convencionais. Tais resultados,
assim como a literatura pertinente, sugerem a dificuldade de se impedir a

presenca dessas bactérias, mesmo em biotérios com maior controle que os
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convencionais. Com isso, pode-se dizer que esse resultado era esperado
também em nossos biotérios. Segundo Barthold (2008), Pasteurella
pneumotropica € um patégeno oportunista que pode ser considerado normal na
microflora intestinal de camundongos silvestres e também de muitos animais
convencionais, porém quando ela é eliminada, o seu nicho entérico é ocupado
por Klebsiella, Proteus ou outras enterobactérias. Nesse sentido o que Barthold
(2008) questiona é o significado desses achados frequentes dessa bactéria,
isto €, até que ponto se deve pensar em elimina-las. Esse questionamento
também permite ver a importancia desse tipo de monitoramento dos animais,
até mesmo para se rediscutir a busca por certos microrganismos.

Ja4 Mycoplasma pulmonis, que foi detectado somente no biotério néo
bioprotegido nesse estudo, pode ser identificado como a bactéria responsavel
pela maioria das infecgcbes pulmonares em camundongos (SIROIS, 2007)
sendo reconhecido como associado a enfermidades em camundongos desde
1937 (BARTHOLD, 2008). Na Coréia, Mycoplasma pulmonis apareceu em
2,6% (1 em 38) dos biotérios de camundongos com barreiras e em 69% dos
biotérios convencionais (WON et al., 2006). JA& no estudo de Seok e
colaboradores (2005) Mycoplasma foi detectado apenas em amostras de
camundongos de um biotério convencional, dentre dois e em nenhum dos trés
biotérios com barreiras investigados. Em inquérito realizado nos EUA em 1996,
a ocorréncia de Mycoplasma ficou abaixo de 5% nas amostras oriundas de
animais de biotérios com barreiras e em cerca de 15% em biotérios
convencionais (JACOBY & LINDSEY, 1997). Tais achados, assim como o
nosso, demonstram que o esforco das barreiras ou bioprotecdo é capaz de
evitar enfermidades nos animais por Mycoplasma pulmonis.

De fato, a fim de erradicar este agente foram sugeridos dois métodos, a
rederivagao por cesareana e o uso e cuidados com o0s animais em ambientes
especificamente designados (SEOK et al., 2005). Em revisao recente sobre o
tema de enfermidades persistentes, Clifford e Watson (2008) afirmaram que
Mycoplasma pulmonis, que era bastante prevalente na América do Norte ha
cerca de vinte anos, havia praticamente desaparecido em 2007. Os autores
atribuem tal fato a razdes institucionais e a razfes intrinsecas ao agente

biologico. Destacamos aqui que essas chamadas razdes institucionais estao
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diretamente ligadas ao esfor¢co de se garantir barreiras adequadas (JACOBY &
LINDSEY, 1997; SEOK et al., 2005; WON et al., 2006)

Dentre todos 0s microrganismos encontrados o de maior
ocorréncia foi o Virus da Hepatite de Camundongos (MHV). Tal achado
coincide com dados da literatura, jA que Won e colaboradores (2006), em seu
estudo na Coréia, encontraram este virus em mais de 40% dos biotérios
convencionais investigados. Em 1996, nos EUA, uma pesquisa nacional
indicou que mais de 72% das instituicbes com biotérios convencionais
apresentavam o MHV, que também foi encontrado em 12% das instituicbes que
possuiam biotérios com barreiras (JACOBY & LINDSEY, 1997). Outros autores
(CLIFFORD & WATSON, 2008) também relataram a persisténcia do MHV nas
colénias de camundongos. Clifford e Watson (2008) destacaram que, embora o
MHV apresente uma relativa fragilidade ambiental quando comparado a outros
agentes, sua alta capacidade de persistir em biotérios se deve a sua
capacidade de infectar rapidamente varios animais, visto que € altamente
contagioso e disseminavel. No entanto, os mesmos autores (CLIFFORD &
WATSON, 2008) destacam que a elimina¢cdo do MHV € mais facil do que de
outros agentes, ja que ndo persistem no ambiente. Como a transmissao se da
por via oronasal, contato direto, fémites e através da placenta, € necessario um
controle dos fémites e testagem de animais que chegam a fim de se fazer a
eliminacdo do virus. De fato, em nosso biotério A (bioprotegido,) o MHV néao foi
encontrado, embora no Biotério B tenha sido o mais importante agente
bioldgico encontrado, o que demonstra a possibilidade de seu controle pelas
boas praticas de biosseguranca em biotérios. .

O virus da Coriomeningite Linfocitica (LCMV), detectado no biotério B
(ndo-bioprotegido), também foi detectado em 15% dos biotérios convencionais
na Coréia (WON et al., 2006). Devido ao potencial zoonético desse virus, que
em humanos pode causar sintomas similares aos da gripe, 0s animais
infectados devem ser eliminados da colonia. Este virus € pouco investigado em
diversos biotérios e, nos EUA, Jocoby & Lindsey (1998) revelaram que 20%
dos biotérios investigados nédo faziam testes para monitorizagdo do LCMV.

O virus diminuto do Camundongo (MVM) detectado somente no Biotério
B (n&o-bioprotegido) no presente estudo também apareceu em 8% dos

biotérios convencionais no estudo de Won e colaboradores (2006) e em
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nenhum dos com barreiras na Coréia. O MVM era o Unico parvovirus de
camundongo conhecido nos anos 80 e permanece prevalente nos dias atuais
(CLIFFORD & WATSON, 2008). As razbes pelas quais a infeccdo por
parvovirus continua aparecendo nos biotérios provavelmente se relaciona mais
com a dificuldade de erradicacdo do que a uma possivel reintroducdo. Isso
ocorre porque eles permanecem infectantes por longos periodos no ambiente
(YANG et al., 1995) e séo dificeis de serem inativados, permanecendo por
longos periodos também nos animais infectados (SMITH et al., 1993). Sao
mais dificeis de serem detectados do que muitos outros agentes (BESSELSEN
et al., 2000). Nesses casos, com vistas a uma erradicagdo do virus, as
recentes propostas de desenvolvimento de uma melhor tecnologia € a
implantacéo de “racks” e gaiolas microisoladoras (SMITH et al., 2007).

O virus Sendai, que € o principal agente causador de doencas
respiratérias em camundongos, foi detectado em 46% dos biotérios
convencionais no estudo de WON e colaboradores (2006). Também apareceu
em camundongos convencionais no estudo de SEOK e colaboradores (2005) e
em mais de 20% das instituicdes convencionais (e menos de 5% nas SPF) em
um estudo americano de 1996 (JACOBY & LINDSEY, 1997). No presente
estudo, tal virus néo foi evidenciado em nenhum dos biotérios. De fato, em
2007, de acordo com relato de Clifford e Watson (2008), o virus Sendai,
juntamente com o Mycoplasma pulmonis, praticamente desapareceram nos
EUA.

O virus da Encefalomielite Murina Theiler's (TMEV) também soO foi
evidenciado no presente estudo no biotério B (ndo-bioprotegido). Em estudo
realizado nos EUA em 1996, o TMEV foi detectado em mais de 30% dos
camundongos de biotérios convencionais e em quase 5% dos biotérios com
barreiras (JACOBY e LINDSEY, 1997). O TMEV permanece moderadamente
prevalente em biotérios de camundongos, outrossim, as razbes dessa
continuacdo ndo tem sido facilmente detectadas (CLIFFORD & WATSON,
2008).

O fato de nao terem sido encontrados pulgas, acaros e piolhos em
nenhum dos biotérios, especialmente considerando o tempo de duracdo da
pesquisa (colheitas de amostras por mais de um ano), revela que ndo ha

persisténcia ambiental dos ovos desses parasitos nesses ambientes. Tal fato
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evidencia que o0s processos de descontaminagdo dependentes do uso de
biocidas no ambiente, tanto no que se refere a qualidade dos produtos usados
quanto a acao mecanica na sua distribuicado foram eficientes.

Os protozoarios investigados, Giardia muris e Spironucleus muris foram
encontrados no biotério B (ndo-bioprotegido), devido a resisténcia dos cistos e
o tempo de infectividade, o que coincide com dados da literatura, ja que WON e
colaboradores (2006) relataram a presenca de protozoarios em 85% dos

biotérios convencionais € mesmo nos biotérios com barreiras (42%).



7 CONCLUSOES

1- Dentre os biotérios estudados houve diferenca quanto a qualidade
microbiolégica dos animais, sendo o biotério bioprotegido capaz de assegurar

um melhor padrédo microbiolégico dos animais.

2- Dentre todos os microrganismos encontrados a maior ocorréncia foi do Virus
da Hepatite de Camundongos (MHV), o que pode ser explicado por sua alta
contagiosidade. Tal achado coincide com dados da literatura que indicam esse

agente como o virus mais frequente em biotérios.

3- A diferenca entre as ocorréncias de anticorpos antivirais entre os dois tipos

de biotérios foi estatisticamente significativa para MVM e TMEV.

4- Dentre as bactérias, a mais frequentemente detectada foi Pasteurella sp.;
entretanto, a diferenca observada na ocorréncia de bactérias entre os dois tipos

de biotérios ndo se mostrou significativa.

5- Os processos de descontaminacdo dependentes do uso de biocidas no
ambiente, tanto no que se refere a qualidade dos produtos usados quanto a
acdo mecanica na sua distribuicdo, foram eficientes em evitar a presenca de

parasitos em ambos 0s biotérios.
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“LAY-OUT” DO BIOTERIO DE EXPERIMENTACAO
BIOTERIO B

U i
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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