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RESUMO



Os animais de laboratério criados e mantidos nas colénias convencionais de muitas instalacfes
de produgdo sdo comumente afetados por uma grande variedade de ectoparasitos e
endoparasitos. No mundo inteiro estudos parasitoldgicos sao realizados, em coldnias de animais
de laboratdrio, a fim de identificar o status sanitario animal, ja que a prevaléncia de parasitos
esta diretamente relacionada com instala¢des adequadas e rigorosas, manutencdo das barreiras
sanitérias, treinamento especializado e envolvimento de todo o corpo técnico. A avaliagdo da
condicdo sanitaria parasitologica de camundongos das linhagens SWISS WEBSTER,
BALB/c AN e C57BL/6 criados em col6nias convencionais do Centro de Criacdo de Animais
de Laboratdrio - CECAL/FIOCRUZ, foi realizado através da compilacéo de dados laboratoriais
retrospectivos, referente ao periodo de 1999 a 2015. Os registros obtidos demonstraram que
foram avaliados neste periodo 4.707 camundongos, de ambos os sexos, sendo 3.410
camundongos SWISS WEBSTER, 777 BALB/c AN e 520 animais da colonia de C57BL/6.
Apos a analise dos dados, constatou-se que entre os helmintos a maior prevaléncia foi de
Syphacia obvelata 34,61% (1.629/4.707), seguida de Aspiculuris tetraptera 4,19% (197/4.707)
e Hymenolepis nana 3% (141/4.707). Com relacdo aos protozodrios intestinais a maior
frequéncia foi de Spironucleus muris 7,14% (336/4.707), Tritrichomonas muris 5,91%
(278/4.707), Entamoeba muris 3,19% (150/4.707) e Giardia muris 0,38% (18/4.707). Em
relagcdo aos ectoparasitos a maior prevaléncia foi de Myocoptes musculinus 0,83% (39/4.707)
seguida de Myobia musculi 0,15% (7/4.707). Com relacéo ao corte temporal, foi observada a
maior frequéncia dos ecto e endoparasitos nos anos de 1999 e 2000, sendo que a partir de 2013

ndo foram mais evidenciadas parasitoses.

Palavras-chave: Ectoparasitos; Endoparasitos; Instalacfes animais; Animais de laboratorio.

ABSTRACT



Laboratory animals breediy and kept in the conventional colonies of many breeding facilities
are commonly affected by a wide variety of ectoparasites and endoparasites. Many
parasitological studies have been conducted worldwide in laboratory animal colonies in order
to identify the animal health situation, since the prevalence of parasites is directly related to
adequate and stringent facilities, maintenance of sanitary barriers, specialized training and
involvement of all technical staff. The evaluation of the parasitological sanitary condition of
SWISS WEBSTER, BALB/c AN and C57BL/ 6 mice, created and maintained in conventional
colonies of the Laboratory Animal Breeding Center - CECAL / FIOCRUZ, was carried out
through the compilation of retrospective laboratory data, for the period of 1999 to 2015. The
records obtained showed that 4.707 mice of both sexes were evaluated in this period, being
3.410 SWISS WEBSTER mice, 777 BALB / ¢ AN and 520 animals from the C57BL / 6 colony.
After the analysis of the data, it was found that among the helminths the highest prevalence was
of Syphacia obvelata 34,61% (1,629/4.707), followed by Aspiculuris tetraptera 4,19%
(197/4.707) and Hymenolepis nana 3% (141/4.707). In relation to intestinal protozoa, the
highest frequency was Spironucleus muris, 7.14% (336 / 4.707), Tritrichomonas muris 5.91%
(278/4.707), Entamoeba muris 3,19% (150/4.707) and Giardia muris 0, 38% (18/4.707).
Regarding ectoparasites, the highest prevalence was Myocoptes musculinus 0.83% (39 / 4.707)
followed by Myobia musculi 0.15% (7/4.707). Regarding the temporal cut, the highest
frequency of ecto and endoparasites was observed in 1999 and 2000, and after 2013 no more

parasitoses were detected.

Key words: Ectoparasites; Endoparasites; Laboratory animals Units; Laboratory animals.
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1- INTRODUCAO

A “Ciéncia em Animais de Laboratorio” (CAL) pode ser definida como uma ciéncia cujo
tema principal de estudo € o proprio animal que serd empregado na pesquisa e como este deve
ser criado e manipulado. Esta ciéncia vem mudando paradigmas e comportamentos de
pesquisadores e profissionais que utilizam animais em pesquisa. Esse reconhecimento foi
baseado na importancia dessa ciéncia envolver diferentes areas que servem de base para todas
as outras ciéncias que empregam animais em suas atividades. As areas envolvidas s&o:
sanidade, genética, manejo, bem-estar e educacdo (FRAJBLAT et al., 2008).

Os animais de laboratério sdo amplamente utilizados em diferentes areas da pesquisa
cientifica, sendo que os roedores sdo os mais utilizados e representam modelos adequados pelas
caracteristicas determinantes, tais como: a padronizacdo genética de linhagens isogénicas, que
reduz a variabilidade nos resultados experimentais influenciada pelo padréo genético do animal,
a adaptacdo ao cativeiro, a performance reprodutiva, o facil manejo e a manutencéo de baixo
custo em relacdo a outras espécies de grande porte (GILIOLI, 2003). Dentre os roedores, 0s
camundongos se destacam como principais modelos experimentais utilizados em grande parte
das investigacOes cientificas (VANDENBERGH, 2000) e, desta maneira contribuem com o
proposito de ensino, para o entendimento dos processos fisiolégicos e patoldgicos da medicina
humana e veterinaria (CASEBOLT et al., 1988; ANDERSEN et al., 2004; BICALHO, 2011;
TANIDEH et al., 2010).

Atualmente a reprodutibilidade das pesquisas cientificas, bem como a valida¢cdo dos
resultados tem sido objeto de questionamentos e pode ser impactada e comprometida pela
qualidade dos biomodelos utilizados nos ensaios experimentais. Desta maneira, para garantir a
qualidade das pesquisas cientificas, no que tange aos modelos animais, ha necessidade de uma
avaliacdo laboratorial periddica, estabelecida através da rotina de monitoramento sanitario e
geneético. Desta forma, detectar a presenca de microrganismos e/ou parasitoses que possam
acarretar alteracbes no comportamento animal, diminuindo as taxas de crescimento e de
reproducéo, interferindo na resposta imune, hormonal entre outras. Tais alteracbes podem
comprometer os resultados experimentais, e consequentemente, aumentar a variabilidade nos
resultados e o numero de animais utilizados (FELASA, 2014; GILIOLI, 2003).

E sabido que animais de laboratorio criados e mantidos em instalagdes convencionais
sdo frequentemente infectados por helmintos e protozoarios, como também infestados por
acaros e piolhos. E importante salientar que existem outros agentes patogénicos murinos que

podem também estar presentes em roedores mantidos em instalacbes convencionais e, desta
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maneira, interferir nos resultados experimentais devido as possiveis alteracfes dos padrdes
reprodutivos, bioquimicos, hematoldgicos, histoldgicos, dentre outros. E importante salientar
que o ambiente, onde os animais sdo alojados deve visar 0s mais altos padrées de conforto para
as diferentes espécies, bem como, um rigido controle das barreiras sanitarias, considerando o
status sanitario dos animais, visando impedir que mais agentes indesejaveis, presentes no meio
ambiente, tenham acesso as areas de criacdo e/ou experimentacdo animal.

Normalmente, ha um equilibrio na relagdo parasito-hospedeiro, onde os animais ndo
apresentam sinais clinicos aparentes. Muitas vezes, o pesquisador desconhece 0s agentes
infecciosos e parasitarios presentes nos animais utilizados. A utilizagdo de animais infectados
pode interferir no desenvolvimento de protocolos e alterar a interpretacdo dos resultados
experimentais. Por essa razdo, os modelos animais normalmente utilizados em experimentacéo
bioldgica precisam apresentar excelentes condi¢des higiénicas e sanitarias para um bom
desenvolvimento de protocolos experimentais que fornecam resultados confidveis, com
reprodutibilidade e credibilidade (NICKLAS et al., 1999; FELASA, 2014; CARDOSO, 2014).
Bem como, uma anélise critica dos resultados do monitoramento sanitario realizados. Assim,
um minucioso controle desses biomodelos é necessario, para manté-los saudaveis, diminuindo
as possiveis fontes de variagdes ndo inclusas no protocolo e associadas a doencas e infecces
inaparentes. Neste contexto, 0 acompanhamento peridédico do monitoramento sanitario dos
animais de laboratdrio € indispensavel no sentido de atestar o estado de higidez de col6nias de
animais utilizados como modelos experimentais.

De acordo com Griffiths (1971), as instalacdes que criam animais sem controle sanitario
e genético, tém como consequéncia a perda de animais, morbidade bem abrangente, grande
perda de dinheiro, tempo e esforco de pesquisa. No Brasil, poucas instituicdes que criam e
mantem animais de laboratorio realizam o monitoramento sanitario e genético, tais como o
Centro Multidisciplinar para Investigacio Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratorio (CEMIB/ Unicamp), o Biotério Central da Universidade de S&o Paulo (USP) e 0
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos da Fundagdo Oswaldo Cruz
(ICTB/FIOCRUZ).

Gilioli (2003) chamou a atencdo para a qualidade dos animais de laboratério produzidos
no Brasil. O autor afirmou que as condi¢fes dos animais produzidos ainda estao distantes do
padrédo exigido pelas normas internacionais da moderna ciéncia da experimentacdo animal e
admite que o programa de monitoramento rotineiro ainda ndo ¢ mantido nos biotérios.

O diagndstico do parasitismo é fundamental para adogdo de medidas eficazes de

tratamento, controle e para a manutencdo da qualidade dos animais gerados, considerando a
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necessidade de animais de laboratdrio certificados, objetivando ndo comprometer os resultados
experimentais, considerando que algumas parasitoses, mesmo sem apresentarem sinais clinicos
aparentes, podem causar alteracbes comportamentais, fisioldgicas e comprometer o
desenvolvimento dos seus hospedeiros.

Desta forma, a compilacdo dos dados consolidados sobre frequéncia de endo e
ectoparasitos detectados durante 0 monitoramento sanitério periddico realizado nas col6nias do
CECAL / FIOCRUZ, se faz necessaria para identificar os vieses atribuidos aos protocolos do
monitoramento sanitario e do manejo zootécnico, assim como da eficiéncia das barreiras
sanitarias empregadas na criacdo dos animais de laboratorio e desta maneira contribuir para o

fortalecimento da CAL.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOTERIOS DA FIOCRUZ - UM BREVE HISTORICO

A histdria da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) tem o seu inicio com a cria¢do do
Instituto Soroterdpico Federal (ISF) em 25 de maio de 1900, pelo médico sanitarista Oswaldo
Cruz. O ISF foi idealizado em resposta a demanda sanitaria e as epidemias da peste bubdnica,
da febre amarela e da variola que atingiam a cidade do Rio de Janeiro (MANGUINHOS, 2005).

Figura 1- Fachada do Pavilhdo Mourisco — (Conhecido como Castelo da Fiocruz).
Fonte: Acervo FIOCRUZ-imagem 2017.

O primeiro pequeno biotério do ISF foi construido a partir de 1903. Neste periodo, 0
biotério se limitava a criar pequena quantidade de coelhos, cobaias e animais de médio e grande
porte. No ano de 1904 foi iniciada a construcdo do conjunto arquiteténico historico de
Manguinhos, incluindo o Pavilhdo Mourisco ou Castelo de Manguinhos (Figura 1); a
Cavalarica; o Quinino; o Pavilhdo do Reldgio ou Pavilhdo da Peste (Figura 2); o Aquario de
Agua Salgada; o Hospital Oswaldo Cruz e o Pombal ou Biotério para Pequenos Animais
(MANGUINHQOS, 2005). A edificacdo conhecida como Pombal (Figura 3) foi o primeiro
biotério construido para abrigar pequenos animais como aves, ratos e coelhos.

Em 1930, com a epidemia da febre amarela e interessado no estudo da doenca, o
cientista Carlos Chagas importou da india no ano 1932, cem exemplares de macacos Rhesus
(Macaca mulatta) e estabeleceu a primeira colbnia de primatas ndo humanos no Brasil
(CASTRO, 2008; FIOCRUZ, 2018).
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Figura 2 — Pavilhao da peste ou do reldgio. Fonte: Acervo FIOCRUZ-imagem 2017.

Figura 3 — Prédio do pombal. Fonte: Acervo FIOCRUZ-imagem 2017.

Com a ampliagdo das pesquisas e 0 aumento da produgdo de vacina e de soro, a
necessidade de animais para estudos cresceu, ganhando assim novo e importante impulso no
periodo de 1930 até 1960. Em 1936, houve a necessidade da constru¢do de um novo prédio
com condic¢Bes melhores, para a criagdo de roedores utilizados pelo Instituto. Assim, o Pombal
passou a abrigar apenas os coelhos e os pombos (CASTRO, 2008).

Em 1967, com a diversificacdo das linhas de pesquisas do Instituto, foi inaugurado outro

espaco para atender a demanda, ocupando uma area superior a 4000 metros quadrados, o prédio
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abrigaria camundongos, ratos, cobaias, hamsters, coelhos, ovinos e equinos. Com essa nova
sede o Pombal foi desativado junto com a criagdo de pombos (CECAL, 2018).

A partir dos anos 80, com o fortalecimento e desenvolvimento cientifico, houve uma
demanda, por parte dos pesquisadores, de animais com qualidade genética e sanitaria
satisfatorias para o desenvolvimento das pesquisas. Assim, foi providenciado, com o apoio da
Fiocruz, uma reforma de modernizacdo nas instalagdes para criacdo e manutencao dos animais.

No periodo de 1986 a 1998, por questdes politicas e orcamentarias o Servico de
Biotérios foi designado Departamento de Bioteérios e ficou diretamente subordinado ao Instituto
de Tecnologia em Imunobioldgicos - Bio-Manguinhos, Unidade Técnico-cientifica da Fiocruz.
Em 1998, o Departamento de Biotérios foi transformado em Unidade Técnica de Apoio da
Fiocruz e ganhou o status de Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio/CECAL.

Foi nesse contexto que comecou a ser incutida ao biotério uma nova feicdo, com mais
atencdo ao aperfeicoamento dos profissionais que acompanham a equipe e o aumento da forca
de trabalho.
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Figura 4 — Prédio do ICTB (antigo CECAL). Fonte: Acervo FIOCRUZ-imagem 2017.

A partir de 2000, o CECAL implantou a colénia de animais Specif Pathogen Free (SPF)
e, em 2002, a obtencdo de animais transgénicos (CASTRO, 2008).

Em 2013, foi criado no CECAL o Nucleo de Ensino e Pesquisa (NEP) no intuito de
formalizar as atividades ja em curso na Unidade, visando o desenvolvimento cientifico e a
formagé&o profissional de sua equipe. Em novembro de 2014, a Comisséo de Aperfeicoamento
de Pessoal do Nivel Superior (CAPES) aprovou o curso de Mestrado Profissional de Ciéncia
em Animais de Laboratério (MPCAL), contribuindo para que em 2016 o CECAL fosse al¢ado
a condicdo de Unidade Tecnico-cientifica da Fundacdo Oswaldo Cruz e denominada Instituto

de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB).
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Atualmente o ICTB, é a unidade responsavel pela criacdo, producdo e fornecimento de
animais de laboratério, sangue e hemoderivados; realizacdo de controle da qualidade animal e
seus derivados; prestacdo de servicos em biotecnologia; geracdo de conhecimento em Ciéncia
em Animais de Laboratorio, bem como assessoria técnica aos usuarios da FIOCRUZ e outras
instituicOes afins, o que Ihe confere um papel estratégico e relevante na area de Ciéncia e
Tecnologia Animal em nivel nacional (FIOCRUZ, 2017).

O CECAL, atual ICTB, possui cinco areas de servicos finalisticos, o Servico de Criacao
de Roedores e Lagomorfos (SCRL); Servico de Hemocomponentes e Derivados (SHDA);
Servico de Criacdo de Primatas N&o Humanos (SCPrim); Servico de Biotecnologia e
Desenvolvimento Animal (SBDA) e Servigo de Controle de Qualidade Animal (SCQA).

O SCRL é responsavel pela criacdo, manutencdo e fornecimento de roedores e
lagomorfos (camundongos, ratos, coelhos, cobaias e hamsters), cujos status sanitario e genético
sdo controlados por exames periodicos laboratoriais de qualidade.

O SHDA é responsavel pela criacdo e manutencdo de ovinos, caprinos e equinos para
fornecimento de sangue e de hemoderivados, visando a atender aos diversos experimentos e
procedimentos, no &mbito da Fiocruz.

O SCPrim é responsavel pela criacdo de macacos rhesus (Macaca mulatta), macacos
cynomolgus (Macaca fascicularis) e micos de cheiro (Saimiri sciureus e S. ustus). As espécies
criadas sao fornecidas para pesquisas realizadas na Fiocruz, tais como maléria, dengue, febre
amarela, hepatites virais, tuberculose, leishmaniose e doenca de Chagas.

O SBDA é responsavel por desenvolver atividades na area de biotecnologia animal,
criagdo de um banco de embrides/gametas e o desenvolvimento de novos modelos animais
(FIOCRUZ, 2017).

Nos laboratorios do SCQA foi estabelecido um programa de acompanhamento
constante, com o objetivo de monitorar sanitaria e geneticamente os animais criados e mantidos
em biotérios de criacdo e de experimentacdo animal. Os procedimentos analiticos (exames de
imunologia, microbiologia, bioguimica, hematologia, anatomopatologia e parasitologia)
aplicados neste processo seguem as recomendacOes da Federacdo das AssociagOes Europeias
de Ciéncia em Animal de Laboratério (FELASA), com o intuito de certificar as coldnias criadas
e mantidas na FIOCRUZ e em outras institui¢oes.

O planejamento do monitoramento sanitario animal, assim como a sua frequéncia, foi
estipulado de acordo com o indice de ocorréncia de determinados agentes patogénicos

(FELASA, 2014), objetivando a aplicacdo de um controle adequado com total sustentabilidade
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estatistica e garantindo a reducdo gradativa de possiveis pontos de interferéncias em pesquisas
ou em planos de estudos da FIOCRUZ.

2.2 PRINCIPAIS USUARIOS

O CECAL sempre teve importante papel nas atividades de pesquisa da FIOCRUZ, tendo
como principal objetivo a contribuicdo com programas e projetos de pesquisas biomédicas
mediante a producdo e controle da qualidade de insumos estratégicos. Além de apoiar o
desenvolvimento tecnolégico e o ensino da Fiocruz, bem como das demais instituicdes de
pesquisa e ensino nacionais (ICTB, 2017).

As Unidades da Fiocruz, como: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS/Fiocruz); Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (BIO-
MANGUINHOS/Fiocruz); Instituto de Tecnologia em Farmacos
(FARMANGUINHOS/Fiocruz); Instituto Fernandes Figueira (IFF/Fiocruz); Instituto Nacional
de Infectologia Evandro Chagas (INI/Fiocruz); Escola Nacional de Saude Publica Sergio
Arouca (ENSP/Fiocruz); o Instituto Oswaldo Cruz (I0C/Fiocruz); o Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes (CPgAM), no Recife; o Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM), em
Salvador; o Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR), em Belo Horizonte; o Centro de
Pesquisa Leonidas e Maria Deane (CPqLMD) em Manaus, sempre utilizaram 0s animais e
produtos do CECAL no desenvolvimento de pesquisas biologicas, biomédicas e
biotecnoldgicas; para o controle da qualidade de imunobioldgicos e medicamentos e para o

desenvolvimento de ensino em salde.

2.3 INSTALACOES DE PRODUCAO DO CENTRO DE CRIACAO DE ANIMAIS DE
LABORTORIO

A importancia dos animais de laboratorio esta diretamente relacionada a necessidade da
utilizacdo de modelos adequados e necessarios aos estudos de diferentes modalidades da
biologia e medicina experimentais. Atualmente, o termo “biotério” estd em desuso e sendo
substituido por “instalagdo”(BRASIL, 2016). Esta instalacdo deve ser dotada de caracteristicas
proprias que satisfagcam as exigéncias dos animais, proporcionando bem-estar e saide para que
possam se desenvolver e reproduzir de maneira adequada. Desta forma, conservam suas
caracteristicas bioldgicas de modo que respondam satisfatoriamente aos testes neles realizados
(ANDRADE, 2006).
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O projeto arquitetdnico do CECAL foi concebido para criar, manter e fornecer animais
de laboratério em condi¢des de qualidade genética e sanitaria satisfatdrias, visando para atender
a demanda das atribui¢des da Institui¢cdo (FIOCRUZ, 2017).

A unidade possui um prédio principal com cerca de 4200 m?, onde funcionam o0s
servicos administrativos, o laboratério de controle da qualidade, o laboratério de biotecnologia,
servico de producdo de roedores e lagomorfos e equipe administrativa da primatologia
(VIANA, 2011).

O Servico de Primatologia (SCPrim) funciona em uma 4&rea anexa, com
aproximadamente 20.000 m?, onde s&o mantidas e criadas as colonias de macacos Rhesus,
Cynomolgus e de micos-de-cheiro (VIANA, 2011).

2.3.1 Instalacdo de Producdo de Camundongos e a Importancia das Barreiras Sanitarias

A qualidade dos animais de laboratério € estabelecida pela condicéo sanitaria e também
pela padronizacdo do ambiente. Instalagdes onde ha inexisténcia de controle das condigdes
relacionadas ao ambiente como variacdo de temperatura, iluminacdo, umidade relativa do ar,
troca do volume de ar e a intensidade dos ruidos podem interferir na criacdo e na
experimentacao dos animais. Outros fatores, como a presenca de animais de espécies diferentes,
a circulacdo de pessoas dentro das salas de criacdo, a caréncia de sistema de barreira de protecédo
contra a entrada de agentes infecciosos e acesso de animais externos, prejudicam a salde dos
animais (CLOUHG, 1982; GILIOLI, 2003; LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009; SILVA,
2013).

Lapchik; Mattaraia; Ko (2009) afirmam que as barreiras sanitarias sdo compostas por
uma combinacdo de fatores relativos a construcdo, equipamentos e métodos operacionais que
visam estabilizar as condi¢des ambientais das areas restritas, impedindo ou minimizando a
probabilidade de contaminacao da area limpa por patdgenos ou microrganismos indesejaveis.

Ainda de acordo com Couto (2006), as barreiras sanitarias abrangem um complexo de
elementos fisicos e quimicos. Os elementos fisicos, tais como autoclave, estufa de esterilizagéo,
radiacéo e filtros para ar possuem como finalidade a esterilizacdo de materiais (agua, racéo,
maravalha, gaiolas, uniformes e cal¢ados) e retencdo de materiais e/ou substancias indesejaveis.
Dentre os elementos quimicos estdo a estufa de dxido de etileno, tanque de imerséo e os agentes
desinfetantes, que possuem como finalidade esterilizar e/ou desinfetar os materiais e ambiente.

Quanto mais eficientes forem as barreiras sanitérias das instalagdes, menores as chances
de contaminacdo dos animais (DE LUCA et al., 1996; COUTO, 2006). Os tipos de instalacdo
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sdo classificados quanto aos objetivos a que se destinam. A criacdo, manutencéo e preservagédo
das matrizes reprodutoras das diferentes espécies animais que originam a expansao da coldnia,
assim como o acompanhamento da saude e do desenvolvimento da mesma sdo realizados na
instalacdo de producdo (CARDOSO, 2006).

De Luca et al., (1996), em consonancia com a defini¢do de barreira sanitaria proposta
pelo ILAR (1976), ressaltam que se trata de um sistema complexo que combina aspectos
estruturais, qualidade e utilizacdo de equipamentos com métodos operacionais que buscam
estabilizar as condi¢cdes ambientais das areas restritas, minimizando a probabilidade de agentes
patogénicos e outros organismos indesejaveis contaminem ou colonizem a populacdo animal
de éreas limpas.

A implantacdo de sistema de barreiras esta diretamente relacionada a quantidade e
qualidade dos animais, pelos materiais e equipamentos utilizados, bem como manejo animal e
fluxos de processos. O custo operacional com as barreiras sanitarias é diretamente proporcional
as exigéncias quanto ao padrdo sanitario animal, ou seja, quanto mais rigorosa a barreira
sanitaria maior o custo operacional (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

Molinaro; Caputo; Amendoeira (2009, p.183), ao falar sobre a importancia do manejo
para os animais, explica:

[...] “As barreiras sanitarias e o acasalamento controlado t€m sido as
medidas utilizadas pelos bioteristas para obter as linhagens da
espécie animal com padrdo sanitario e genético recomendado para
pesquisa. O padrdo sanitario dos animais se classifica em trés grupos
distintos: animais gnotobidticos, que possuem microbiota associada
definida e devem ser criados em ambiente com barreiras sanitarias
absolutas; animais livres de germes patogénicos especificos (specific
pathogen free -SPF), que ndo apresentam microbiota capaz de
determinar doenca, ou seja, albergam somente microrganismos nao
patogénicos; e animais denominados de convencionais, que possuem
microbiota indefinida por serem mantidos em ambiente desprovido
de barreiras sanitarias rigorosas.”

Os animais classificados como convencionais ou haloxénicos recebem esta
denominacdo de acordo com o padrdo sanitario como sao criados, isto €, aqueles que possuem
microbiota indefinida por serem mantidos em ambiente desprovido de barreiras sanitarias
rigorosas. Para este tipo de criacdo séo aplicados os principios basicos de higiene onde se

procede somente a limpeza e desinfeccdo do ambiente e material utilizado. Quanto ao pessoal
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técnico, em geral, realiza-se apenas troca de avental para o trabalho com os animais (LAPCHIK;
MATTARAIA; KO, 2009).

Por outro lado, no CECAL foi desenvolvido um sistema de producdo que instituia
barreiras sanitarias ao sistema de criacdo convencional. Assim, este novo sistema de criacéo foi
denominado como um sistema de criagdo convencional controlado. Este sistema foi utilizado
para a criagdo e manutencéo das colonias de camundongos Swiss Webstere  Balb/c An que
eram submetidos ao sistema de barreiras sanitarias para impedir contaminacg6es, incluindo a
higienizacdo da equipe técnica, através do banho antes de ingressarem nas salas, utilizacdo de
uniformes esterilizados, além da esterilizacdo por autoclavacdo de todo o material de uso diario
nas salas. Este sistema demandava o acompanhamento sanitario das colénias de roedores.

Os camundongos eram mantidos em gaiolas de plastico, em polipropileno ou
policarbonato de alta densidade, resistente ao impacto e aos métodos de esterilizacdo. O piso
era coberto por uma cama de maravalha (raspa de madeira picada). As gaiolas eram trocadas
duas vezes por semana, de acordo com as rotinas basicas da Unidade. As tampas das gaiolas,
em ago inox, apresentavam um rebaixamento com areas proprias e separadas por chapas para
racao e frasco de agua. Os animais recebiam agua potavel e racdo peletizada (industrializada)
ad libitum, esterilizadas, visando impedir a veiculagcdo de agentes e substancias nocivas que
pudessem comprometer a qualidade sanitaria das coldnias (COUTO, 2006).

A 4gua potével era oferecida aos animais em frasco plastico de policarbonato, com rolha
de borracha (usadas como tampa dos frascos) e encaixadas a um bico de a¢o inox.

A temperatura da sala de criacdo era mantida em 21,5°C + 2°C, com dezessete ciclos de
renovacao de ar por hora e umidade relativa 55% + 10%.

O acesso as salas de criagdo sé era permitido a equipe de corpo técnico responsavel pela
col6nia, apos completa higienizacdo pessoal, utilizacdo de uniforme e equipamentos de uso
individual (EPI)
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Figura 5 - Estantes e gaiolas para criagdo de camundongos em Sistema Convencional. Fonte: Arquivo pessoal,
2001.

2.3.2 Animais Sentinelas

Animais sentinelas sdo aqueles que sdo expostos em um determinado ambiente e, em
seguida, monitorado para descobrir se uma doenca infecciosa ou outro agente nocivo esta
presente nesse ambiente. De acordo com Cardoso (2006), a utilizacdo de animais sentinelas é
muito eficaz e traz excelentes resultados, principalmente quando utilizado nas salas de animais
em experimentacdo. Torna-se recomendavel a utilizacdo de animais sentinelas, que sdo
imunocompetentes, preferencialmente da mesma espécies e/ou linhagem, que séo criados com
a populacdo de animais a ser monitorada. Este sistema de sentinelas pode ser disposto de forma
direta ou indireta. A forma direta ocorre quando da introducdo dos sentinelas na mesma gaiola
da populacdo residente e a forma indireta, que é a mais utilizada, determina que o0s animais
fiquem em gaiolas separadas, porém sdo expostos ao materiais (cama, racdo e dgua) ja utilizados
pela populacgédo de interesse (FELASA, 2014).

Este sistema de sentinelas € muito utilizado em col6nias de linhagens que ndo possuem
numero de animais suficientes para serem incluidos no programa de monitoramento sanitario.
Assim, no Cecal, os animais Swiss Webster ou C57BL/6 utilizados como sentinela para o
monitoramento eram criados em gaiolas previamente utilizadas pelos animais que deveriam ser
monitorados, de modo que ao trocar as gaiolas dos animais, a gaiola era repassada para a
sentinela que nela vivia durante algumas semanas. Os resultados do processo de monitoramento

sanitario refletiam a realidade microbioldgica da colénia.
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2.4 CARACTERISTICAS DAS LINHAGENS ESTUDADAS

Os animais de laboratorio séo classificados quanto ao padrdo genético em dois grandes
grupos, ndao consanguineos ou outbred e consanguineos ou inbred. Os animais outbred sdo
aqueles que apresentam uma alta heterozigose (99%) na constituicdo genética, permitindo a
manutencdo de uma grande diversidade genética (varios alelos), possibilitando a reproducao de
populagbes naturais. Em contrapartida, 0s animais consanguineos sao obtidos pelo
acasalamento entre irmdos durante vinte geracfes consecutivas para a obtencdo de uma
homozigose de 99 % (SANTQOS, 2006).

As Unidades da Fiocruz sempre utilizaram as linhagens Swiss Webster (a mais
demandada nas pesquisas), BALB/c An e C57BL/6 gerando uma demanda maior da criagcao
destas linhagens para utilizacdo nas pesquisas, principalmente pertinentes as areas de
imunologia, virologia, parasitologia, entre outras. Com base neste entendimento, 0s
camundongos de ambos 0s sexos destas trés linhagens foram incluidos no estudo retrospectivo

do monitoramento sanitario, com foco na perspectiva parasitologica.

2.4.1 SWISS WEBSTER

O camundongo outbred nomeado Swiss (Swiss Webster) originou-se nos Estados
Unidos da América em 1926. A linhagem derivou de um grupo de nove camundongos  (dois
machos e sete fémeas) importados da Suica, por Clara J. Lynch pesquisadora do Instituto de
Pesquisa Médica Rockefeller, em Nova York. Posteriormente, foi comercializado pelo
pesquisador Leslie Webster dando seu nome aos camundongos (FMUSP, 2018).

Na década de 1930, o Instituto Oswaldo Cruz, recebeu da coldnia matriz do Instituto
Rockefeller, casais de camundongos (Informagao verbal®).

Uma epizootia acometeu esta colonia em 1955 e foi necessario importar outros casais
de camundongos, supostamente originados da coldnia de camundongos Swiss Webster

mantidos pelo Dr. Leslie Webster, no Instituto Rockfeller (informagéo verbal®).

* Informagéo obtida por meio de contato com a Médica Veterinaria Belmira Santos, responsavel pelo setor de
criacdo do SCRL/CECAL/FIOCRUZ no periodo incluido no estudo.
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A partir desta data, todos os trabalhos de pesquisa, ensino, producdo e controle de
produtos bioldgicos, farmacoldgicos e toxicolédgicos realizados na Fundagdo Oswaldo Cruz
foram desenvolvidos nesses animais.

Desta coldnia foram fornecidas matrizes para outras Instituicdes, como o Instituto Vital
Brazil, Instituto de Biologia do Exeército, Centro Pan-Americano de Febre Aftosa dentre outros,
que a partir dai estabeleceram suas proprias col6nias (informagao verbal®).

Esses camundongos albinos, séo ddceis, apresentam excelente desempenho reprodutivo,
com alta fertilidade, prolificidade e produtividade.

Vém sendo utilizado h& décadas, como modelo para teste de drogas, estudo de
comportamento e estudos de obesidade. A fémea pode ser utilizada como receptora de embrides
de linhagens néo albinas (TACONIC, 2017).

Chiaet al. (2005) afirmam que os animais outbred sdo camundongos geneticamente mal
definidos e que ainda ndo existe uma forma de avaliacdo ou controle genético eficiente para

estes animais, além de pouca informac&o sobre sua genética ou carateristicas fenotipicas.

Figura 6 — Camundongo da linhagem SWISS WEBSTER. Fonte: Arquivo pessoal, 200I.

2.4.2 BALB/c An

O camundongo BALB/c An de linhagem consanguinea foi desenvolvido por D.W.
Bailey em 1952, proveniente de uma cepa de camundongos ndo consanguineos “Bagg albino”.
Esta nomenclatura foi atribuida em homenagem ao pesquisador do NIH, Howard B. Andervont,
de onde derivou-se o0 “AN”, sendo o “A” de Andervont ¢ 0 “N” do NIH (TACONIC, 2018a) .
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As matrizes para fundacéo da coldnia de camundongos da linhagem BALB/c An do
Departamento de Biotérios, foram provenientes do Centro Multidisciplinar de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP), composta por trés casais na oitava
geracio, doadas pelo Dr. Luiz Augusto Corréa Passos, (Informacéo verbal™).

Os camundongos BALB/c An sdo albinos, com aparéncia e caracteristicas semelhantes
a linhagem padrdo BALB/c. S&o sociaveis, pouco agressivos, apresentam boa performance de
acasalamento, quando comparado com outras linhagens animais. Apresentam alta taxa de
reproducdo com elaborado instinto maternal (FMUSP, 2018).

Esta linhagem possui amplo campo de aplicagdo, sendo utilizada para producéo de
anticorpos monoclonais e imunizagdes, sendo amplamente utilizada em estudos de imunologia
e em cancerologia. Porém, estudos realizados por Michels et al.(2006) demonstraram que a
resposta imune de linfocitos Th2 os camundongos da linhagem BALB/c induzida pelo
endoparasitismo por Syphacia obvelata foi capaz de exacerbar a reacdo alérgica induzida pela

ovoalbumina.

Figura 7 — Camundongo da linhagem BALB/c An. Fonte: Arquivo pessoal, 200I.

* Informacdo obtida por meio de contato com a Médica Veterinaria Belmira Santos, responsavel pelo setor de
criagdo do SCRL/CECAL/FIOCRUZ no periodo incluido no estudo.
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2.4.3 C57 BL/6

O camundongo C57BL/6 é uma sublinhagem da linhagem C57BL que foi desenvolvida
pelo Dr. Little em 1921 (TACONIC, 2018b).

As matrizes para fundagdo da col6nia de camundongos da linhagem C57BL/6 do
CECAL / FIOCRUZ foram obtidas do Departamento de Imunobiologia da Universidade
Federal Fluminense, por doacdo de trés casais na centésima quinquagesima quinta geracéo
(informac&o verbal ™).

Os camundongos C57BL/6 apresentam pelagem e olhos pretos; a cauda apresenta uma
despigmentacdo de 82% nos machos e 78% nas fémeas. Apresentam limitado crescimento, séo
vigorosos e bons reprodutores. Sdo audaciosos e agitados. Parcial alopecia com caracteristica
circular pode ser encontrada em alguns camundongos (informacao verbal).

Esta linhagem é amplamente utilizada como modelo para manutencdo de numerosas
mutacdes, afetando em particular a fisiologia e 0 comportamento. E também o modelo preferido
para os estudos cardiovasculares em arteriosclerose induzida por dieta, obesidade, genética,

oncologia, imunologia, doenca metabdlica e toxicologia (TACONIC, 2018b).

Figura 8 — Camundongo da linhagem C57BL/6. Fonte: Arquivo pessoal, 2001.

* Informagéo obtida por meio de contato com a Médica Veterinria Belmira Santos, responséavel pelo setor de
criacdo do SCRL/CECAL/FIOCRUZ no periodo incluido no estudo.
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2.5 PRINCIPAIS PARASITOS DE CAMUNDONGOS

Muitos tém sido os estudos inerentes a infeccdo por helmintos e protozoarios e
infestagBes por acaros em animais de laboratério no Brasil, principalmente os trabalhos
relacionados ao estudo dos parasitos, a prevaléncia, infeccdo, condi¢des de saude e tratamentos
dos parasitos (FLECHTMANN; ZAMITH, 1974; SANTOS et al., 1988;

PINTO etal., 1994; BRESSAN et al., 1997; GONCALVES et al., 1998; GONCALVES, 2000;
GILIOLI et al., 2000; BAZZANO et al., 2002; ALVES et al., 2004; DA SILVA et al., 2007;
BICALHO, 2011; DA COSTA et al., 2008; MOREIRA et al., 2013).

A ocorréncia dos acaros Chirodiscodes caviae, Myocoptes musculinus e Myobia musculi
parasitando cobaias e camundongos, como também o tratamento realizado para eliminar os
mesmos das coldnias de roedores, ja foram descritos (FLECHTMANN; ZAMITH, 1974). A
notificagcdo do M. musculinus como agente de sarna, a descri¢dao dos sintomas que o parasitismo
determina e o tratamento foi descrito por Da Costa (2008).

Em 1994, Pinto et al. publicaram o primeiro trabalho no Brasil sobre a helmintofauna
de camundongos convencionalmente mantidos em biotérios do Rio de Janeiro e Belo Horizonte.
Neste trabalho, os autores apresentaram os dados relativos a prevaléncia, distribuicdo e estudos
morfoldgicos dos helmintos dos roedores.

O crescimento em pesquisas nesta area € particularmente evidente em relacdo &
qualidade do modelo animal tendo como finalidade procedimentos para resultados mais
precisos.

Diante deste quadro, diversos autores, como Bressan et al., (1997), investigaram a
prevaléncia de ecto e endoparasitos em camundongos e ratos criados em colbnias convencionais
e uma colbnia com barreira em diferentes biotérios na cidade de S&o Paulo.  Os autores
observaram em algumas colonias de camundongos infestagdes multiplas por
M. musculinus e M. musculi, porém, quase todas as colonias avaliadas apresentavam infecgdes
por helmintos como Hymenolepis nana, Syphacia sp e Aspiculuris tetraptera.

Em estudos semelhantes com camundongos e ratos e hamsters oriundos de biotérios
brasileiros, Gilioli et al., (2000), Gongalves (2000), Bazzano et al., (2002) e Bicalho (2011)
concluiram que a maioria das colbnias estava infectada por diversos agentes infecciosos
helmintos, protozoarios, acaros e piolhos.

Sabendo da prevaléncia de helmintos nos animais de laboratdrio e 0 comprometimento

que estes podem ocasionar nas colénias, muitos tratamentos terapéuticos foram testados nos
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animais para erradicar a parasitose (ALVES et al., 2004; DA SILVA et al., 2007; MOREIRA
etal., 2013).

O tratamento de acaros M. musculinus e M. musculi com a droga Tetmosol® nas
linhagens CBA, BALB/c e Swiss Webster ja foi realizado no Biotério Central da Unicamp
visando a obtencdo de matrizes livres de ectoparasitos (SANTOS, 1988).

Zenner e Regnault (2000) documentaram a higidez de camundongos e ratos mantidos
em diferentes Institutos de pesquisa na Franca, durante 10 anos. Os autores monitoraram a
col6nia de roedores e elaboraram um relatorio sobre o resultado do inquérito microbioldgico e
parasitolégico. Estes autores verificaram altas taxas de positividade para bactérias e a
prevaléncia de infeccOes pelos parasitos Entamoeba muris, Spironucleus muris, Syphacia
obvelata e Aspiculuris tetraptera nas coldnias em diferentes periodos do ano. Com base nestes
dados, concluiram que houve um controle muito limitado na prevencao de doencas microbianas
e infeccBes parasitarias em coldnias de ratos e camundongos.

Dentre os principais parasitos que afetam com frequéncia o camundongo de laboratério
criado e mantido em condic¢des convencionais, destacam-se os ectoparasitos, M. musculinus,
M. musculi e Radfordia ensifera, bem como os endoparasitos, S. obvelata, A. tetraptera, H.
nana, S. muris, Giardia muris, E. muris, Tritrichomonas muris, Eimeria sp. (GRIFFITHS,
1971; ZENNER; REGNAULT, 2000).

2.5.1 Ectoparasitos

Os é&caros constituem um dos poucos grupos de ectoparasitos que mostram enorme
diversidade de forma, habitats, nicho e comportamento, sendo encontrados em quase todos 0s
locais acessiveis a vida animal e afetam as cinco maiores &reas de interesse humano, como
salde, producdo, agropecuaria armazenamento e controle biol6gico. Estas areas estdo
diretamente intercomunicadas com a medicina veterinaria.

De acordo com Flechtmann; Zamith (1974) e Weisbroth (1982), as infestagGes por
acaros nas coldnias de Mus musculus podem gerar varios problemas, principalmente devido ao
comprometimento da salde dos animais que podem interferir em dados experimentais
(GRIFFTHS, 1971; SANTOS, 1988; GAERTNER, 2004; CARTY, 2008). Os &caros
Myocoptes musculinus e Myobia musculi, pertencem ao Filo Arthropoda, Classe Arachnida,
Subclasse Acari, Ordens Astigmata e Prostigmata, respectivamente (FLYNN, 1973).
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2.5.1.1 Myocoptes musculinus

O acaro Myocoptes musculinus (KOCH,1844), da subordem Astigmata, que inclui
numerosas especies de vida livre e outras que parasitam animais de laboratorio, € considerado
uma das espécies de ectoparasito mais comumente observadas na pelagem dos camundongos
de laborat6rio. M. Musculinus sdo &caros, causadores de sarna (FLYNN, 1973).

Os acaros reunidos na subordem Astigmata ndo possuem estigmas, sendo o M.
musculinus representante da familia Listrophoridae, que coloniza a pelagem dos animais, 0
causador da sarna miocoptica em camundongos de laboratério (COL, 2003).

A fémea apresenta o corpo com o formato oval e alongado, medindo cerca de 300 um
de comprimento por 130 um de largura, corpo estriado e ventralmente possui projecfes em
forma de espinho entre as estriacbes. Tém o terceiro ou quarto par de patas modificado, para
prender-se aos pelos dos hospedeiros, por meio de um dispositivo especializado em érgéo de
fixacdo (WATSON, 1960). O macho é bem diferente em aparéncia, menor, medindo cerca de
190 pum de comprimento por 135 pm largura e mais robusto. Sé tem o terceiro par de patas
modificado, em 6rgédo de fixacdo. O quarto par € muito forte (GAMBLES, 1952). O anus é
terminal: macho possui trés cerdas e a fémea uma de cada lado do anus (DA COSTA, 2008).

O ciclo de vida direto, se completa em aproximadamente 14 dias. Compreende todas as
etapas de estagio (ovo, larva, ninfa e adulto). Os ovos sdo ovais, com 200 um de comprimento,
ficam aderidos ao pelo.

M. musculinus em infestacbes macicas pode distribuir por todo o corpo, localiza-se
preferencialmente na regido superior da cabeca, do pescogo e da nuca (BAKER, 1998). Sinais
clinicos quando aparecem podem ser observados alopecia, eritema, prurido, dermatite
(MORITA et al., 1999; JOHNSTON et al., 2009).

A transmissao é feita por contato direto entre os animais ou mesmo pela mao e vestuario
do manipulador (COL, 2003).

Animais de laboratdrio infestados por M. musculinus sdo mais susceptiveis ao estresse
experimental, ndo sdo recomendados para estudos comportamentais, podendo comprometer os

resultados experimentais (COL, 2003).



Figura 9 — Acaro fémea ectoparasito do camundongo Myocoptes musculinus, apos clarificacéo

com o liquido Hoyer. Microscopia Optica. Aumento 100x Fonte: Arquivo pessoal,2004.

Figura 10 — Acaro ectoparasito Myocoptes musculinus, fixado aopelo do camundongo.

Microscopia dptica. Aumento 100x Fonte: Arquivo pessoal,2004.
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2.5.1.2 Myobia musculi

Myobia musculi (SCHRANCK, 1781) € uma espécie de acaro relatada como parasito de
animais de laboratério (FLECHTMANN; ZAMITH, 1974). Pertence a subordem Prostigmata
e a familia Myobiidae. E um &caro que vive na superficie cutanea e nos pelos (DE LUCA et al.,
1996).

O é&caro é pequeno, tanto a fémea quanto o macho. O corpo ndo é esclerotizado, é
alongado e com estrias transversais (FLYNN, 1973).

A fémea mede aproximadamente entre 400 a 500 um de comprimento, apresenta
abertura genital localizada na parte posterior da regido dorsal e 0 macho mede de 285 a 320 um
de comprimento, o pénis é interno. A diferenca entre os sexos esta baseada no tamanho, cerdas
e genitalia (BAKER, 2008).

O primeiro par de patas da fémea e do macho é curto, achatado e altamente adaptado
para agarrar ao pelo do animal. Os outros trés pares sdo modificados, mas terminam em uma
estrutura parecida com uma garra empodial, apesar da auséncia de garras verdadeiras. O dorso
do adulto possui uma série de cerdas grandes e desenvolvidas (FLYNN, 1973).

Os ovos sdo ovais, medem aproximadamente 200 um de comprimento e ficam aderidos
na base dos pelos dos animais (GAMBLES, 1952; FLYNN, 1973).

O écaro apresenta ciclo de vida de aproximadamente 23 dias que compreende 0 0v0, 0
primeiro e segundo estagio larval, a protoninfa, a deutoninfa e a forma adulta. Os acaros se
localizam na regido da cabeca, pescoc¢o e nuca do animal.

O grau de patogenicidade causado por M. musculi em seu hospedeiro sdo variaveis até
mesmo dentro de uma mesma coldnia. O acaro pode causar no hospedeiro infestacdes leves a
severas. As infestacfes leves ndo possuem sinais clinicos aparentes, porém as infestacdes
severas causam alopecia, prurido, dermatite, perda de peso e lesbes ulcerativas que podem
fornecer um ambiente propicio para infeccGes bacterianas secundarias (FLYNN, 1973;
GALTON, 1963; WEISBROTH; FRIEDMAN; SCHER, 1976; COL, 2003).

A transmissé@o do &caro acontece por contato direto, crostas de descamacgéo ou material
de cama contaminado (HARKNNES; WAGNER, 1993). Os hospedeiros infectados podem
apresentar lesGes cutaneas causando prurido e com isso o0 estresse do animal pode alterar as

pesquisas desenvolvidas nestes camundongos.
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2.5.2 Endoparasitos

As endoparasitoses figuram entre as doencas infecciosas mais comumente detectadas
em diferentes col6nias de animais de laboratorio por todo o mundo. Embora representem um
agravo a satde animal, ainda sdo frequentes em muitas instalacfes, pois consistem em doengas
associadas as precarias condi¢des sanitérias, prevalentes em ambientes sem controle e barreiras,
sendo um dos principais fatores debilitantes dos animais de laboratorio.

As endoparasitoses que afetam os animais de laboratdrio criados em instalacbes no
mundo todo tem como agentes etioldgicos algumas espécies de helmintos e protozoéarios
intestinais. Dentre os helmintos que acometem esses animais, destacam-se Syphacia
obvelata, Aspiculuris tetraptera, Hyminolepis nana. No que se refere aos protozoarios,
Spironucleus muris, Giardia muris, Entamoeba muris, Tritrichomonas muris (GRIFFITHS,
1971; ZENNER; REGNAULT, 2000).

2.5.2.1 Syphacia obvelata

Dentre os principais parasitos que infectam os camundongos, o helminto Syphacia
obvelata (RUDOLPHI, 1802), destaca-se como um dos mais frequentemente observados nos
inquéritos parasitologicos (PEREC-MATYSIAK et al., 2006). Sdo vermes nematoides da
familia Oxyuridae. A espécie S. obvelata acomete camundongos, ratos, hamsters e outros
roedores (TAFFS, 1976; DE LUCA et al.,1996; CHEN et al., 2011), que habitam o trato
intestinal de seus hospedeiros mantidos nas instalagbes de producdo em condigdes
convencionais (HUSSEY, 1957; ZENNER, 1998). S. obvelata é um pequeno verme filiforme,
esbranquicado que se alimenta de bactérias muitas vezes presentes no trato intestinal de animais
clinicamente saudaveis (HARKNNES; WAGNER, 1993).

A fémea mede entre 3.4 a 5.8 mm de comprimento por 120 a 140 um de largura sendo
muito maior que o macho, medindo entre 1.1 a 1.5 mm de comprimento por 120 a 140 pum de
largura (FLYNN, 1973). Como caracteristica do verme adulto apresenta um par de asas
cefalicas na regido anterior. As fémeas com cauda longa, afilada e néo recurvada. Enquanto
macho apresenta trés projecdes cuticulares ou mamel8es, proximo regido central do corpo, sua
cauda é recurvada ventralmente com comprimento aproximado da largura do corpo
(FLYNN,1973; COL, 2003).

O ciclo de vida é direto, com um periodo pré-patente de 11 a 15 dias (FLYNN, 1973).
O macho morre apos fertilizar a fémea, sendo eliminado com as fezes (OWEN, 1992). As
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fémeas gravidas migram do ceco para o anus e depositam seus ovos embrionados na pele. Os
ovos rapidamente amadurecem, tornam-se infectantes entre 5a 20 h (CHAN, 1952; TAFFS,
1976). As fémeas gravidas migram apenas uma Unica vez até o anus, la se rompem liberando
ovos, numa meédia de 350 ovos por fémea (LEWIS; D’SILV A, 1986). Os ovos sdo elipsoidais,
alongados de parede fina e achatados em um dos lados. Medem cerca 118 a 153 pum de
comprimento por 33 a 55 um de largura (WHARTON, 1979).

No ciclo biologico da S. obvelata ha trés possiveis rotas de infeccdo: infeccdo direta,
infeccdo indireta e retroinfeccdo. A infec¢do pode iniciar pela ingestdo de ovos embrionados
diretamente da regido perianal do hospedeiro infectado, indiretamente pela ingestdo de
materiais contaminados no ambiente, como alimento e agua, e também por retroinfeccao,
guando os ovos eclodem na regido perianal e as larvas migram de volta do anus para o reto
(CHAN, 1952; TAFFS, 1976; COL, 2003). Os ovos sdo leves e resultam em uma ampla
contaminagdo no ambiente por aerossois, podendo contaminar os equipamentos e os ductos de
ventilacdo. Possibilitando a disseminagdo desse parasito na col6nia, prejudicando o controle
(BAKER, 1998; KLEMENT, 1996; DIX ; ASTILL; WHELAN,2004; MOREIRA
etal., 2013).

Normalmente a infeccdo é assintomatica e muitos animais servem apenas como
portadores. Porém, em alguns casos, pode se manifestar com extrema gravidade podendo
ocorrer prolapso retal, intussuscepgéo intestinal, impactacéo fecal, irritagdo perianal, enterite
catarral e granuloma hepético (TANAKA; OSHIMA; FUJINAMI 1974; SCOTT,; GIBBS
1986; GILIOLLI, 2003). Ha relatos que evidenciam que a infeccdo pode afetar o pelo do animal,
0 ganho de peso, 0 crescimento e a saude em geral, interferindo na reproducdo da colénia
(FLYNN, 1973).

O indice de mortalidade em uma infec¢do na coldnia de roedores e o grau de infestacéo,
ocorre em funcdo da idade, sexo, susceptibilidade da linhagem e estado imunoldgico do
hospedeiro. (SCOTT; GIBBS, 1986; WAGNER, 1988; BAKER, 1998).

O controle parasitologico da S. obvelata apresenta grande dificuldade devido as
caracteristicas do seu ciclo bioldgico (SCOTT e GIBBS, 1986; BAKER, 1998; MOREIRA
et al., 2013). Entre as varias drogas utilizadas a ivermectina oral € a mais recomendada
(BATTLES et al., 1987; SUETA et al., 2002). A cesariana e histerectomia sdo técnicas eficazes
na erradicacdo desse parasito nas coldnias de roedores, porém sem o0 uso de barreiras sanitarias
eficientes a transmissdo € inevitavel (COL, 2003).

Animais de laboratorio parasitados ndo sdo adequados em estudos imunologicos, pois a

infeccdo causada por S.obvelata além de induzir a resposta imune Th2, que desenvolve a
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produgdo de imunoglobulinas (IgE e 1gG1), mastocitos e eosinofilos. Ela também pode
exacerbar a reacdo alérgica (MICHELS et al., 2006; ABBA; LICHTMAN, 2013). Os
hospedeiros portadores desses nematodas apresentam alteracGes nos parametros fisiol6gicos e
ndo sdo adequados nos estudos nutricionais, imunoldgicos e hematoldgicos podendo interferir
nos resultados (WAGNER, 1988; BAKER,1998). Em 2014, Jesus e Pavon demonstraram que
h& sinergismo da resposta imune de camundongos BALB/c Bioula, quando ocorre a infec¢do
por Leishmania mexicana associada a parasitose por S. obvelata. Os estudos comportamentais
também sdo prejudicados devido a irritacdo do animal (TAFFS, 1976; COL, 2003).

Figura 11 — Ovo de endoparasito oxiurideo Syphacia obvelata.
Microscopia 6ptica. Aumento de 400x Fonte: CECAL,2003.
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Figura 12 — Macho de endoparasito oxiurideo Syphacia obvelata.
Microscopia Optica. Aumento de 100x Fonte: CECAL,2003.

2.5.2.2 Aspiculuris tetraptera

O nematoide Aspiculuris tetraptera (NITZSCH,1821), pertence a familia Oxyuridae,
habita o ceco de camundongos, podendo parasitar ratos e hamsters mantidos em colonias
convencionais por todo o mundo (OWEN, 1992; FLYNN, 1973; WESCOTT, 1982;
MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA, 2009). Apresenta ciclo de vida direto de 23 dias e
pode ser encontrado em associacdo com Syphacia obvelata parasitando camundongos
(GRIFFTS, 1971).

As fémeas medem entre 3.0 a 4.0 mm de comprimento e os machos de 2.0 a 4.0 mm de
comprimento (FLYNN, 1973). Os vermes adultos apresentam asa cuticular. As fémeas adultas
se movem até parte inferior do célon para colocar seus ovos que sdo eliminados com as fezes
(TAFFS, 1976). Ap6s a infeccdo, os machos amadurecem no periodo médio de 20 dias
enguanto nas fémeas este periodo se estende pouco mais, em média 24 dias, podendo entdo
encontrar ovos Vidveis no primeiro estagio de segmentacdo (ANDERSON, 2000).

Os ovos sao simétricos, elipsoides e possuem casca fina, medindo entre 89 a 93 por 36
a 42 um, apresentando uma massa de blastémeros visiveis (FLYNN, 1973).

Os hospedeiros se infectam com A.tetraptera pela ingestdo de ovos na comida
contaminada e pela coprofagia (ANDERSON, 2000). Quando ocorre a re-exposicao frequente
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do animal ao parasito, a erradicagdo na col6nia de roedores se torna dificil (SCOTT; GIBBS
1986).

Os sintomas desenvolvidos pelos animais e 0 comprometimento desse oxyurideo nas
pesquisas sdo semelhantes aos descritos para Syphacia obvelata.

Figura 13 — Ovo de endoparasito oxiurideo Aspiculuris tetraptera.
Microscopia Optica. Aumento de 400x Fonte: CECAL,2003.

Figura 14 — Verme adulto macho de endoparasito oxiurideo Aspiculuris tetraptera.
Microscopia Optica. Aumento de 100x Fonte: CECAL,2003.
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2.5.2.3 Hymenolepis nana

O cestoide Hymenolepis nana (SPASSKII,1954), sinonimia Vampirolepis nana
(SIEBOLD, 1852) pertence a Familia Hymenolepididae, infecta colonias convencionais de
camundongos, ratos e hamsters. O parasito encontra-se no intestino delgado, geralmente é
benigno, mas as vezes é patogénico (DE LUCA et al., 1996).

Possui 0 Rattus spp e 0 Mus musculus como hospedeiros definitivos e os insetos (pulga,
barata, besouro) como hospedeiros intermediarios (SOUSA, 1996).

O verme adulto mede entre 25 a 40 mm de comprimento por 1mm de largura, apresenta
pequeno escolex com varios aclleos dispostos em torno do rostro.

Os ovos sao encontrados nas fezes, sdo ovais, medindo entre 44 a 62 um por 30 a 55
pum de didmetro e apresentam um embrido com trés pares de pequenos ganchos (FLYNN,
1973).

Esse cestoide possui duas formas de apresentacdo em seu ciclo reprodutivo. A infeccdo
por H. nana no ciclo indireto que é chamado de heteroxeno. Esta forma de infeccdo ocorre
guando os insetos contaminam a comida dos roedores (FLYNN, 1973; PINTO et al.,
1994). Enquanto que no direto (monoxeno), os ovos eliminados juntamente com as fezes,
podem ser ingeridos pelos roedores. Apos a ingestao, 0s ovos do cestoide se alojam na mucosa
intestinal dos roedores, onde ocorre a evolucdo. (ITO, 1982). Os roedores podem ser
hospedeiros para o estagio larval ou adulto do parasito (FLYNN, 1973).

As manifestacdes clinicas dependem do nimero de parasitos presentes, sexo, idade e
linhagem do animal (HARKNNES; WAGNER, 1993). As infeccOes leves podem néo
apresentar sintomas enquanto nas infecgdes macicas o hospedeiro parasitado pode apresentar
retardo no crescimento, perda de peso, diarreia catarral, constipacdo intestinal e até morte
(FLYNN, 1973; HARKNNES; WAGNER, 1993).

Os animais infectados apresentam potencial zoonético e podem interferir em estudos de
hematologia, nutricdo, imunologia e do trato digestorio (WAGGIE, 1994; GILIOLI, 2003;
TANIDEH et al, 2010). Embora as transmissdes de animais para 0s homens ndo sejam
relatadas, o H. nana é patogénica para o homem (FLYNN, 1973), sendo conhecida como "ténia
and". (HARKNNES; WAGNER, 1993).
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Figura 15 — Ovo de endoparasito cestoda Hymenolepis nana.
Microscopia Optica. Aumento de 400x. Fonte: CECAL,2003.

Figura 16 — Utero gravidico de endoparasito cestoda Hymenolepis nana.

Microscopia 6ptica. Aumento de 100x. Fonte: CECAL, 2003.

2.5.2.4 Giardia muris

Os protozoarios do género Giardia sdo parasitas de distribuicdo cosmopolita e podem
infectar varios hospedeiros entre os quais mamiferos domésticos e silvestres. G. muris
(GRASSI, 1879), é um protozoario extracelular que possui flagelos, pertence ao Filo
Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora. Colonizam o intestino delgado de animais de
laboratério convencionais (DE LUCA et al., 1996), podendo ser encontrado parasitando
camundongos, ratos e hamsters (BARTHOLD et al., 1997).
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A infeccdo por G.muris ocorre através da ingestdo do cisto, que € a forma infectante.
Estes cistos elipsoides que medem 15 a 17 um aparecem nas fezes dentro de 3 a 5 dias, apds a
ingestdo. Os trofozoitos apresentam simetria bilateral, medem entre 7 e 13 um de largura (COL,
2003).

O periodo pré-patente é de 4-12 dias ap6s ingestao e a excre¢cdo maxima de cisto ocorre
de 5-14 dias ap06s ingestdo (HEYWORTH, 1988).

A giardiase € adquirida através da via oral-fecal, isto é, ocorre através da ingestdo de
agua contaminada e também por alimentos contaminados, sendo que este acontece com
frequéncia menor. Os fatores de risco associados as infecgBes por G. muris incluem
manipulagdo por méos contaminadas (COL, 2003).

O hospedeiro parasitado pela G. muris pode apresentar tanto quadro assintomatico
guanto diarreia intermitente, perda de peso, pelo ericado, movimento lento ou distensdo
abdominal. As infec¢cdes em ratos e hamsters geralmente sdo assintomaticas, mas sinais clinicos
podem acontecer. Hamsters envelhecidos podem apresentar diarreia crénica e perda de peso,
com espessamento da parede do intestino (BARTHOLD et al., 1997). Animais de laboratério
com protozoario ndo devem ser utilizados em pesquisa, na area de imunologia, nutrigdo,
farmacologia pois podem influenciar diretamente no resultado, pode apresentar alteragdes
imunolégicas, em estudos de toxinas e em estudos com o sistema gastrintestinal (COL, 2003).

Figura 17 — Cisto de protozoario endoparasito Giardia muris.
Microscopia Optica. Aumento 400x. Fonte: CECAL,2004.

2.5.2.5 Spironucleus muris
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Spironucleus muris (LAVIER, 1936), também denominado Hexamita muris, pertence
ao Filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora. E um protozoario flagelado, o qual parasita
o intestino delgado e ceco de camundongos, ratos e hamsters (FLYNN, 1973; WHITEHOUSE
etal., 1993).

Esse parasito pode ser encontrado na forma de trofozoito medindo 12 a 25 pum de
comprimento por 2.5 um de largura. O trofozoito possui simetria bilateral, alongado em forma
de torpedo (BARTHOLD, 1997; COL, 2003). Na forma de cisto é elipsoidal mede 4 um de
largura por 7 um de comprimento.

O ciclo de vida do S. muris € direto, consistindo na ingestdo de cistos infecciosos,
desencistamento e penetracdo dos trofozoitas no epitélio.

Animais infectados podem desenvolver diarreia, desidratacdo, perda de peso,
desatencdo, distensdo abdominal e oObito (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,1991;
WHITEHOUSE et al., 1993).

Pode interferir em estudos de imunologia, devido as respostas imunoldgicas dos

hospedeiros que ficam comprometidas (COL, 2003).

2.5.2.6 Tritrichomonas muris

Tritrichomonas muris (GRASSE, 1926) ndo é um protozoario patogénico, mas é
encontrado com frequéncia parasitando camundongos, ratos e hamster de laboratorio mantidos
em coldnias convencionais. E um parasito flagelado comum do ceco e célon (DE LUCCA
et al., 1996). Pertence a classe Trichomonadea, ordem Trichomonadida.

O trofozoito mede 16 a 26 um de comprimento e 10 a 14 um de largura. A forma é
alongada ou piriforme (DANIEL et al.,, 1971). O T.muris pode ser encontrado na forma
infectante como pseudocisto, apresentando formato oval ou arredondado, imovel e medindo
entre 8 a 13 um de diametro (MATERN; DANIEL, 1980).

Esse parasito é eliminado nas fezes do hospedeiro infectado na forma de pseudocisto
(infectante), quando ingerido por um novo hospedeiro se desenvolve e origina trofozoito (COL,
2003).

Apesar de ser descrito como ndo patogénico e nao interferir em pesquisas, porém pode

estar associado a quadros diarreico nos animais infectados.
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Figura 18 — Trofozoito de protozoario endoparasito Tritrichomonas muris.
Microscopia éptica. Aumento de 400x Fonte: CECAL,2004.

2.5.2.7 Entamoeba muris

A E. muris (GRASSI, 1879) é um parasito ndo patogénico, que se localiza no ceco e
colon de camundongos, ratos e hamsters, cujo ciclo é direto (DE LUCA et al., 1996).

Apresenta tamanho de 8 a 30 um de comprimento na forma de trofozoita e quando cisto
tamanho médio de 9 a 20 um de diametro, contem oito ndcleos quando maduros (FLYNN,
1973).

A transmissdo é pela via fecal-oral através da ingestdo de cistos que sdo eliminados nas
fezes de animais portadores de infecgdo. A maioria das infecgdes por E. muris é assintomatica.
N&o ha evidéncia de alteracbes em pesquisas utilizando hospedeiros infectados com este
parasito (FLYNN, 1973).



49

3-OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o mapeamento retrospectivo da prevaléncia dos ectoparasitos e endoparasitos,
referentes ao periodo de 1999 a 2015, observados nas linhagens de camundongos mais
utilizadas como modelos experimentais, Swiss Webster, BALB/c An e C57BL/6, que foram

mantidos em um sistema de criacdo convencional controlado no CECAL / FIOCRUZ.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Analisar a prevaléncia de acaros em camundongos (Mus musculus) das linhagens
outbred (Swiss Webster) e inbred (BALB/ ¢ An e C57BL/6);

v Verificar a prevaléncia de helmintos e protozoarios em camundongos (Mus musculus)
das linhagens outbred (Swiss Webster) e inbred (BALB/c An e C57BL/6);

v Correlacionar os dados parasitoldgicos analisados com as condi¢des sanitarias das

instalagdes convencionais controladas.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

A Comissio de Etica no Uso de Animais da Fundagio Oswaldo Cruz
(CEUA/FIOCRUZ), criada em 06/04/1999, elaborou em 19/11/1999 o regulamento que
envolvia qualquer atividade com o uso de animais de laboratério no ambito da Fiocruz e, a
partir desta data, todos 0s animais que eram enviados para 0 monitoramento sanitario passaram
a ser licenciados por essa comissdo. Durante 0 monitoramento sanitrio os protocolos técnicos
eram realizados de acordo com os “Principios Eticos na Experimentacio Animal” (CCAC,
1993) adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), atual Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL).

Para a confeccdo da planilha contendo as informac6es bésicas para a pesquisa, a Direcao
da Unidade e a Chefia imediata do Servico de Controle de Qualidade Animal
(SCQA/CECAL/FIOCRUZ) autorizaram 0 acesso e uso dos dados do livro de registro do
monitoramento sanitario, referente ao periodo estabelecido, e planificacdo dos dados. Esta
pesquisa se configura como um estudo epidemioldgico retrospectivo, realizado por meio da
coleta de dados, obtidos nos arquivos do SCQA/ CECAL/FIOCRUZ, referentes ao periodo de
1999 a 2015. Os dados sobre idade, sexo e ocorréncia de parasitos nas colonias de
camundongos, bem como as informacdes disponiveis pertinentes ao sistema de barreiras dos
animais mantidos e criados em um sistema convencional controlado foram coletados,

compilados e posteriormente analisados.

4.2 - MONITORAMENTO SANITARIO

O Protocolo dos exames realizados pelo SCQA durante 0 monitoramento sanitario
preconizava a avaliacdo parasitologica, bacteriologica e soroldgica dos animais dos diversos
sistemas de criacdo. Foram considerados os registros do monitoramento sanitario parasitologico
nos camundongos M. musculus, mais utilizado em pesquisas, provenientes das coldnias
convencionais de criacdo de camundongos de linhagens isogénicas BALB/c An e C57BL/6 e
de camundongos heterogénicos Swiss Webster. Durante o ano de 1999, os animais, objeto deste
estudo, eram provenientes da sala caracterizada como convencional controlado. Entretanto, por

uma questdo de espaco fisico, a partir de 2000 apenas as linhagens Swiss Webster e BALB/c
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An foram mantidas na &rea do convencional controlado enquanto os camundongos C57BL/6
estavam sendo criados e mantidos na &rea denominada de SPF.

O controle sanitario era realizado através do envio de uma amostragem de animais ao
SCQA, de acordo com a linhagem ou sala de criacdo. Na pratica, era o técnico responsavel pela
criacdo que acabava determinando a quantidade de animais enviada. Geralmente, o técnico
remetia uma quantidade maior de animais quando havia um numero grande de gaiolas na
criagdo ou grandes estoques.

A partir de 2004, considerando as recomendacfes da FELASA, no que tange controle
da qualidade microbiol6gica dos animais, houve o inicio de uma organizagao para a remessa
dos animais ao SCQA. Assim, foi sistematizado um cronograma previamente acordado entre o
SCQA e 0 SCRL, com pelo menos 3 (trés) meses de antecedéncia, para que houvesse uma
programacdo com todos os envolvidos e, assim, qualquer intercorréncia, as partes eram avisadas
e novo cronograma instituido.

Neste periodo, iniciou-se o sistema de “sentinelas”, recurso utilizado principalmente em
linhagens com pouca producdo e, consequentemente um numero reduzido de animais,
restringindo a utilizagdo destes para o controle sanitario. Desta forma, o emprego de “animais-
sentinela”, que sdo de linhagens diferentes da estudada, porém abundantes na criacdo, eram
incluidos nas salas de criacdo, sendo estes animais enviados ao SCQA, em substituicdo aos
animais de linhagens com numero reduzido. Desta maneira, 0s animais-sentinelas eram
incluidos na criacdo e acondicionados nas gaiolas, que foram previamente utilizadas pelos
animais que deveriam ser monitorados. Assim, apos a troca das gaiolas dos animais, esta era
repassada para sentinela, que nela vivia durante a semana seguinte.

Porém, somente a partir de 2006 que o SCQA implantou todas as recomendacdes da
FELASA, seguindo a rotina de monitoramento de saude animal, incluindo o uso preconizado
de animais-sentinela, bem como a frequéncia minima de monitoramento e tamanho da amostra,

métodos de ensaio, agentes infecciosos a serem monitorados e divulgacdo dos resultados.

4.3 EXAMES PARASITOLOGICOS
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Para a execugdo dos protocolos e diagndsticos parasitologicos, 0s animais eram
eutanasiados utilizando-se procedimentos que induziam rapida inconsciéncia e morte sem dor
ou estresse, conforme o “Manual sobre el cuidad y uso de los animales de experimentacion”
(OLFERT; WILLIAN, 1988).

Para a realizacdo da investigacdo parasitoldgica, os animais eram previamente
identificados e submetidos a exame geral no laboratério. A observacdo macroscépica do animal
era realizada visando a deteccdo de alguma evidéncia relacionada a presenca de ectoparasitos
ou endoparasitos, ao final da verificagdo, as observaces eram registradas em planilhas de

acompanhamento individual dos animais.

4.3.1 Ectoparasitos

Ap0s a eutandsia, a pele e a base dos pelos dos animais eram inspecionadas com 0
auxilio de um microscépio estereoscépio para a deteccdo dos ectoparasitos e, posterior,
identificacdo dos acaros. O procedimento seguiu 0 método descrito por (GALTON, 1963;
WEISBROTH et al., 1976; WEISBROTH, 1982) e montagem dos espécimes em decubito
dorsal e ventral utilizando-se dois espécimes na mesma lamina conforme recomenda
Fleschtmann (1975). Posteriormente, clarificados em solucdo de Hoyer e para identificacdo
dos espécimes foi utilizado microscopio de luz, utilizando como referéncia os trabalhos de
Krantz (1978) e Wooley (1988).

4.3.2 Endoparasitos

Os animais eram necropsiados e 0s segmentos dos intestinos retirados e colocados em
placas de Petri, contendo solucdo fisioldgica a 0,85%. A mucosa intestinal era examinada,
através de exame direto, em microscopio estereoscOpio para deteccdo de possiveis
endoparasitos. Em seguida, o contetdo intestinal diluido em salina (0,85%) era observado em
microscopio optico com aumento 100x e 400x. Para confirmar os achados parasitoldgicos,
também eram realizados exames coproparasitoldgicos utilizando técnicas de Willis (1921) e de
Hoffman et al., (1934) (De CARLI, 2007). Para a deteccdo de ovos de Syphacia obvelata foi

utilizada a técnica da fita de celofane Graham (1941).

4.4 ANALISES ESTATISTICAS
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Para o tratamento estatistico dos dados obtidos, as informagdes sobre prevaléncia
de infestacGes por ectoparasitos e infeccdes por endoparasitos detectados nas linhagens de
camundongos investigados foram representadas em graficos de barra vertical.

Foram determinados os intervalos de confianca para as proporgdes de parasitos
verificadas para cada ano, utilizando o programa Software Microsoft Excel para elaborar os
gréficos. O critério de escolha desta metodologia foi devido a variacao no tamanho das amostras
analisadas em todo periodo estudado, permitindo assim uma analise comparativa temporal, no
periodo 1999-2015. As diferencas foram consideradas significativas nos casos do valor de p <
0,05, considerando um intervalo de confianca de 95%, permitindo verificar o comportamento
das espécies de parasitos nas linhagens ao longo do tempo. Os intervalos de confianca foram
realizados com calculos especificos, utilizando os valores:
p= propor¢ao de positivos
n= tamanho da amostras
LI = calculo limite inferior
LS = célculo limite superior.

Li—-p+z

p(l—p)_
LS=p+2z /2 n

p(l—p)_
LI =p—z«/2 n
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5- RESULTADOS

5.1 OCORRENCIAS DE PARASITOS NAS LINHAGENS ESTUDADAS

Dos resultados obtidos a partir dos registros do monitoramento sanitério realizado pelo
SCQA, no periodo compreendido entre 1999 e 2015, obteve-se 0 nimero total de camundongos
examinados e numero de positividade de parasito ao longo do periodo. No total foram
contabilizados 4.707 camundongos, de ambos os sexos, jovens com idades variando entre 3 a
4 semanas e adultos com 3 a 6 meses, sendo 3.410 Swiss Webster, 777 BALB/c Ane 520
C57BL/6. A avaliacdo dos parasitos identificados por linhagens, que foram incluidas no estudo,
esta representada nas Tabelas 1, 2 e 3.

Apbs a totalizacdo de parasitos evidenciados, considerando o nUmero total de
camundongos das trés linhagens avaliados no periodo de 1999 a 2015, p6de-se constatar que
entre os helmintos a maior prevaléncia foi de S.obvelata 34,61% (1.629/4.707), seguida, de
A. tetraptera 4,19% (197/4.707) e H. nana 3% (141/4.707). Com rela¢do aos protozoarios
intestinais a maior frequéncia foi de S. muris 7,14% (336/4.707), T. muris 5,91% (278/4.707),
E. muris 3,19% (150/4.707) e G. muris 0,38% (18/4.707), conforme Tabela 4.

Neste estudo observou-se que houve alteragdo da metodologia aplicada ao
monitoramento sanitario, no que se refere ao tamanho amostral, o que ocorreu ap6s a
implantacdo das diretrizes preconizadas pela FELASA. Desta forma, para uma avaliacdo mais
abalizada, foram realizados cortes temporais compreendendo os periodos antes (1999-2003) e
depois (2004-2015) da implantacdo destes protocolos. Assim, além da tabela contendo o
periodo 1999-2015 (Tabela 4), foram estruturadas duas tabelas com os valores totais relativos
e absolutos da frequéncia dos endoparasitos identificados por nimero de animais avaliados por
linhagem estudada, sendo uma com os valores obtidos nos anos 1999 a 2003 e outra
compreendida entre o periodo 2004 a 2015 (Tabelas 5 e 6).

Com base neste entendimento, considerando o numero total de camundongos das trés
linhagens avaliados, no periodo 1999-2003, pdde-se constatar que entre 0os helmintos a maior
prevaléncia foi de S.obvelata 40,17% (730/1.817), seguida, de A. tetraptera 9,85% (179/1.817)
e H. nana 6,71% (122/1.817). Com relagdo aos protozoarios intestinais a maior
frequéncia foi de S. muris 16,78% (305/1.817), T. muris 8,97% (163/1.817), E. muris 7,7%
(140/1.817) e G. muris 0,71% (13/1.817), conforme Tabela 5.

Considerando o nimero total de camundongos avaliados nas trés linhagens, no periodo

2004-2015, observou-se que a prevaléncia entre os helmintos também foi maior para S.obvelata
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31,11% (899/2.890), sequida, H. nana 0,66% (19/2.890) e A. tetraptera 0,62% (18/2.890). Com
relacdo aos protozodrios intestinais a maior frequéncia foi de T. muris 3,98% (115/2.890), S.

muris 1,07% (31/2.890), E. muris 0,35% (10/2.890) e G. muris 0,17% (5/2.890), conforme
Tabela 6.
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Tabela 1 — Ocorréncia de parasitos em colénias de camundongos SWISS WEBSTER no CECALFIOCEUZ, periodo 1999 -2015.

SWISS

WEBSTER Ano Total
Ectoparasitos 1900 2000 2001 20020 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015  N° %
Myobia musculi 2111 047 065 047 0043 01165 0330 071 099 0110 042 029 0116 094 0113 08 020 23410 0,06
Mocopies musewlims 8111 547 265 047 0043 01165 0330 071 099 0110 042 020 0116 094 0113 08 020 150410 044
Endoparasitos 1990 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2011 2013 2014 2015 N° %
Aspiculurs fefrgpera 36111 947 145635 047 6943 91165 0330 071 099 0110 042 029 0116 094 0113 08 020 THMI0 217
Syphacia obvelata 100111 3847 1265 1347 263943 4031165 178330 3571 1399 40110 1842 129 16116 1094 3113 08 020 11483410 33,67
Hymenolepis nana 277111 1047 465 047 0943 01165 4330 071 099 0110 042 029 0116 094 0113 08 020 453410 132
Spironucleus muris Te111 1347 265 047 6943 41165 0330 071 099 0110 042 029 0116 094 0113 08 020 1013410 296
Giardia muris 0111 347 0/65 047 0943 1165 0330 071 099 0110 042 029 2116 094 0113 08 020 38410 023
Entamoeba muris 3111 447 465 047 0943 01165 0330 071 099 0110 042 029 0116 994 0113 08 020 483410 141
Tritrichomonas muris 2111 547 13/65 047 0043 21165 0330 271 099 0110 042 029 3116 094 0113 08 020 273410 0,79

MNimeto de animeiz positives / Nimere de snimsiz esmdados por ane

N* = nimere de animais positives / nimere total de animais estudades ne periede

(%%) Prevaléncia de parasitos observados no pertode estudado.
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Tabela 2 — Ocorréncia de parasitos em coldnias de camundongos BALB/c An no CECALTFIOCEUZ, periodo 1999-2015.

BALB/c An Ano Total
Ectoparasitos 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 %
Myobia musculi 280 050 031 042 0168 013 0110 010 011 Ol6 047 07 016 03 010 025 016  2TTT 026
Myocoptes musculinus 480 050 031 042 0168 0135 0110 010 011 016 047 07 016 03 010 025 016 4777 0,52
Endoparasitos 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 N° %
Aspiculuris ferrgptera 480 450 431 342 22168 6135 0110 010 011 016 047 07 016 03 010 023 016 43777 553
Syphacia obvelata 60/80 26/50 20531 2142 58168 63135 59110 010 011 316 2547 07 016 03 010 025 016 3ISTIT 43,11
Hymenolepis nana 080 250 331 142 317168 12135 0110 o110 o011 Ol6 047 07 olé 03 010 023 016 49777 6.
Spironucleus muris 6080 850 1051 042 51168 19135 6110 010 011 016 047 07 016 03 010 025 016 16377 21
Giardia muris 4% 050 031 042 0168 0135 0110 010 011 016 047 07 016 03 010 025 016 4777 051
Entamoeba muris 2880 150 031 042 0168 0135 0110 010 011 016 047 07 016 03 010 025 016 40777 515
Tritrichomonas muris ~ 0/80  7/50 831 2642 31168 92135 §110 010 011 016 047 07 016 03 010 025 016 172777 22,14

MNumero da animais positivos / Numero de animais sstudados por ano

N® = niimaro de animais positives / nimaro total d= animais estudados no periode

(%) Pravaléncia d= parasitos observados no periodo estudade
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Tabela 3 — Ocorréncia de parasitos em coldnias de camundongos C37BL/6 no CECALFIOCEUZ, periodo 1999 -2015.

C57BL/6

Total

Ectoparasitos

1999

2008 2009 2010

2015 N® %

Myobia musculi
Myvocoptes musculinus

Endoparasitos

361

3/61
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=
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2008 1009 2010

013 X210 0,53

013 204520  3.3%

015 N® kL]

Aspiculuris fefrapiera
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Spironucleus wuris
Fiardia muris
Entamoeba muris

Tritrichomonas muris
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5361
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0135 80/520 1538
0135 146/520 23,08
0135 47/520 a.04
0135 THE20 1335
0135 6/520 1,15
0135 62/520 11,92

015 TOE20 1519

Mumero de animais positivos / Nomero de animais estudados por ane
N® = niimero de animais positives / nimero total d= animais astudados no paricdo

(%) Pravaléncia de parasitos observados no periodo estudado.

ME =nio snviado
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Tabela 4 — Valor total das frequéncias relativas e absolutas de endoparasitos observado, no periodo 1999-2015, nos camundongos

SWISS WEBSTER, BALB/C An e C37TBL/6, criadas e mantidas no CECALFIOCRUZ.

SWISS WEBSTER BAIB/C An C57BL/G TOTAL DAS LINHAGENS
(n= 3410} (n=777) (n=320) (n=4707)*

Endoparasitos POSITIVO %o POSITIVO %o POSITIVO %o POSITIVO™*= g
Aspiculuris fefraptera T4 2,17 43 5,53 20 15,38 197 419
Syphacia obvelata 1148 33,67 333 43,11 144 28.08 1629 34,61
Hymenolepis nana 45 1,32 49 6,30 47 0.04 141 3
Spivonucleus muris 101 2,96 163 21 12 13,85 336 7,14
Giardia muris 8 0,23 4 0,31 6 1,15 18 0,38
Entamoeba muris 48 1,41 40 5,14 62 11,92 150 3.10
Tritrichomonas muris 27 0,79 172 22.14 70 15,10 278 5,01

n=total de animaiz das linhagens estudadas ne pericdo

Positivo = animziz positives pars endoparasites

%o = percentual de ectoparasites obssrvados

* = total de animaiz estudades nas trés linhagens

** = fptal de animaiz positivos observades nas trés lmhagens ne pericde estudade.

#%#% = percentuzl de ectoparasitos observados nas trés Imhagens no periedo esmdado.
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Tabela 5 - WValor total das frequéncias relativas e absolutas de endoparasitos observado, no periodo

SWISS WEBSTEE, BALB/C An e C37BL/6, criadas e mantidas no CECALFIOCRUZ.

1999-2003, nos camundongos

SWISS WEBSTER

BALB/C An

C57BL/G

TOTAL DAS LINHAGENS

Endoparasitos
Aspiculuris tefraptera
Siphacia obvelata
Hymenolepis nana
Spironucleus muris
Giardia muris
Entamoeba muris

Tritrichomonas mris

TOTAL POSITIVO

1213

1213

1213

1213

1213

1213

1213

20

=
]
L]

TOTAL POSITIVO

a7l

Tl

71

in

a7l

Tl

371

37

185

37

o
A0

0,97
40 87
0,97
37,20
1,08
10,78

10,41

TOTAL POSITIVO

77

119

44

70

61

71

o
L

33,05
51,07
18 88

30,04

=

26,18

30,47

TOTAL* POSITIVO®* %***
1817 179 085
1817 730 40,17
1817 122 6.71
1817 305 16,78
1817 13 071
1817 140 7.1
1817 163 8.07

Mimearo d2 animais positives / Miumero dz animais estudados porane

Total=numero de animais positivos/ numero total d= animais estudados no peaodo

(%) Pravaléncia d= parasitos obsarvados no pariodo astudade.
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Tabela 6 — WValor total das frequéncias relativas e absolutas de endoparasitos observado, no periodo 2004-2015, nos camundongos

SWISS WEBSTEE, BALB/C An e C37BL/6, criadas ¢ mantidas no CECALFIOCRUZ.

SWISS WEBSTEER.

BALB/C An

C57BL/G

TOTAL DAS LINHAGENS

Endoparasitos
Aspiculuris tetraptera
Siphacia obvelata
Hymenolepis nana
Spironucleus muris
Giardia muris
Entamoeba muris

Tritrichomornas muris

TOTAL POSITIVO %

2197 g 0,41
2197 7122 32,86
2197 4 0,18
2197 4 0,18
2197 5 0,22
2197 g 0,41
2197 7 0,32

TOTAL POSITIVO

406

406

406

406

406

406

406

[
LM

100

o
L

1,48

24.63

TOTAL POSITIVO

-

1,04
041
1,04

0,70

TOTAL*

2890

2800

2890

2890

2890

2890

2890

POSITIVO**

18

800

19

31

L]

O skeshok
A0

0,62
31,11
0,66
1,07
0,17
0,33

3,98

Mumero da animais positivos / Mumero de animais astudados porano

Total® =npumere de animais positivos / numero total deanimais astudado s no panedo

(%) Pravaléncia de parasitos observados no periodo estudado
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5.2 ECTOPARASITOS IDENTIFICADOS EM CAMUNDONGOS SWISS WEBSTER,
BALB/c An e C57 BL/6

Os exames parasitologicos registrados no SCQA evidenciaram a presenca de acaros das
espécies M. musculi e M. musculinus nas linhagens incluidas no estudo.

As andlises dos graficos para cada uma das linhagens estudadas evidenciaram a
diferenca na distribuicdo e no o grau de infestacdo dos ectoparasitos avaliados no periodo de
1999 a 2004. Observou-se que os camundongos Swiss Webster estavam infestados pelos acaros
M. musculi e M. musculinus no ano 1999. Entretanto, nos anos de 2000 e 2001 somente ocorreu

infestacdo pelo &caro M. musculinus, como apresentados na Figura 19.
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Figura 19: Prevaléncia de Ectoparasitos em col6nias SWISS WEBSTER no CECAL/FIOCRUZ (1999-2015)
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Os animais da linhagem BALB/c An estava infestada também pelos acaros M. musculi
e M. musculinus no ano 1999, porém nos anos seguintes ndo foram identificados ectoparasitos

como demonstrado na Figura 20.
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Figura 20: Prevaléncia de Ectoparasitos em colénias BALB/c An no CECAL/FIOCRUZ (1999-2015)

Com relagdo aos camundongos da linhagem C57BL/6, foram identificados os &caros M.
musculi e M. musculinus apenas em 1999, enquanto em 2000 s6 foi observada a infestacéo por

M. musculinus, conforme Figuras 21 A e 21 B.

Figura 21 (A e B) Camundongo da linhagem C57 BL/6 infectado por acaro Myocoptes musculinus; Foto

B corresponde a mesma regido em maior aumento. Fonte: Arquivo pessoal, 2004.
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E importante observar que no periodo compreendido entre 2001 e 2003 ndo foram
detectados ectoparasitos nos animais que foram examinados pelos técnicos do SCQA. Embora
nao tenham sido identificados ectoparasitos por trés anos consecutivos, posteriormente, no ano
de 2004 os animais da linhagem C57BL/6 apresentaram reinfestacao pelo acaro M.
musculinus. Contudo, a partir de 2005 ndo foram mais evidenciados ectoparasitos nas linhagens

incluidas no estudo, conforme evidenciado na Figura 22.

m Myobia musculf

Myocoptes musculinus

% Ectoparasitos
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Figura 22: Prevaléncia de Ectoparasitos em colénias C57BL/6 no CECAL/FIOCRUZ (1999-2015)

O percentual de &caro M. musculi identificados no total de camundongos estudados foi de
0,15% (7/4.707), sendo 0,06% (2/3.410); 0,26% (2/777) e 0,58% (3/520) para as linhagens
Swiss Webster, BALB/c An e C57BL/6, respectivamente. Com relacdo a espécie M.
musculinus, o nimero total de animais parasitados foi de 0,83% (39/4.707), enquanto para as
linhagens Swiss Webster, BALB/c An e C57BL/6, foi de 0,44% (15/3.410); 0,51% (4/777) e

3,85% (20/520), respectivamente, como apresentado na tabela 7.
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Tabela 7 — Prevaléncia de ectoparasitos por linhagens de camundongos e nimero total de
camundongos positivos no CECAL/FIOCRUZ no periodo de 1999 a 2015.

LINHAGENS Myobia musculi Myocoptes musculinus
TOTAL 3410 3410
SWISS WEBSTER  POSITIVO 2 15
% 0,06 0,44
TOTAL 777 777
BALB/c An POSITIVO 2 4
% 0,26 0,52
TOTAL 520 520
C57BL/6 POSITIVO 3 20
% 0,58 3,85
TOTAL GERAL * 4707 4707
DAS POSITIVO** 7 39
LINHAGENS 0 ok 0.15 083

Total = total de animais das linhagens estudadas no periodo

Positivo = animais positivos para ectoparasitos

% = percentual de ectoparasitos observados

* = total de animais estudados nas trés linhagens

** = total de animais positivos observados nas trés linhagens no periodo estudado.
*** = percentual de ectoparasitos observados nas trés linhagens no periodo estudado.

E interessante observar que houve uma reducio progressiva na deteccdo de é&caros
presentes na pelagem dos animais €, a partir de 2005, ndo foram mais evidenciados estes

ectoparasitos nos camundongos das linhagens incluidas no estudo.
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5.3 ENDOPARASITOS IDENTIFICADOS EM CAMUNDONGOS SWISS WEBSTER,
BALB/c An E C57 BL/6

Existem muitas espécies de helmintos que podem parasitar os camundongos. Neste
estudo retrospectivo, foi evidenciado que os animais das trés linhagens apresentaram
positividade ao parasitismo para nematodas, cestodas e protozoarios, sendo a maior frequéncia
observada para as duas espécies de nematodas, S. obvelata e A. tetraptera e de uma espécie de
cestoda, H. nana. Entre os protozoéarios foram encontrados S. muris, G. muris, E. muris e T.
muris.

Analisando a ocorréncia de endoparasitos nos camundongos de cada linhagem,
observou-se que os anos de 1999 a 2001 foram os mais criticos, com ocorréncia de alta carga
de infec¢bes por multiplos parasitos em um mesmo animal, em todas as linhagens estudadas. A

ocorréncia de endoparasitos encontra-se apresentados nas Figuras 23, 24 e 25.



67

90,0

80,0 -

70,0

% Endoparasitos

60,0 1

500 —f :

40,0 -

300

200 B H

10,0 _ h

oo ik HENEIN
1999 2000 2001 2

002

2003

00

2004 2005 2006 2007 2008

2009 2010 2011 2012 2013

W Aspiculuris tetraptera

W Syphacia obvelata

Hymenolepis nana

W Spironucleus muris

W Giardia muris

m Entamoeba muris

W Tritrichomonas muris

Figura 23: Prevaléncia de Endoparasitos em coldnias
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Figura 24: Prevaléncia de Endoparasitos em colénias BALB/c An no CECAL/FIOCRUZ (1999-2015)
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Figura 25: Prevaléncia de Endoparasitos em colénias C57BL/6 no CECAL/FIOCRUZ 1999-2015.
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Como ja mencionado, 0s anos mais criticos foram 1999-2001, entretanto, pode-se observar uma
gradativa reducéo de coinfecgBes multiplas nas linhagens. E importante ressaltar que a partir
do ano de 2005 houve uma reducéo na ocorréncia de endoparasitos. Porem, é notoria a presenca
de S. obvelata nos animais da linhagem Swiss Webster, persistente até o ano de 2013, e nas

linhagens BALB/c An e C57BL/6 presente até 2009, conforme apresentado na Figura 26.
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Figura 26: Prevaléncia de Syphacia obvelata nas linhagens estudadas (1999-2015)

5.3.1 SWISS WEBSTER

Os camundongos apresentavam associacdo de helmintos S. obvelata, A. tetraptera e H.
nana. Presenca dos protozoarios S. muris, E. muris, G. muris e T. muris no periodo de 1999 -
2001. Em 2000 somente o parasito S. obvelata foi observado.

Analisando o gréafico entre 2006 a 2012 observou-se que S. obvelata foi rotineiramente
identificada, acompanhada pelos protozoarios E. muris, G. muris e T. muris encontrados em
diferentes anos. O corte temporal considerando o intervalo 2013 - 2015 apenas evidenciou a
presenca de S. obvelata, somente em 2013. Constatou-se que houve maior frequéncia de S.

obvelata e T. muris nesta linhagem de camundongos, conforme observado na Figura 23.

5.3.2 BALB/c An
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Assim como os camundongos Swiss Webster, os animais desta linhagem também
apresentaram associacao de helmintos S. obvelata, A. tetraptera e H.nana, bem como a presenca
dos protozoarios das espécies S. muris, E. muris, G. muris e T. muris no periodo de 1999 - 2004.

Em 2005 somente foram encontrados S. obvelata, S. muris e T. muris. Considerando o
periodo entre 2006 e 2012, o parasito S. obvelata s6 foi observado nos anos 2008 e 2009 e, a
partir de entdo, ndo foi mais diagnosticado nos animais desta linhagem. Observamos que nestes
camundongos S. obvelata e T. muris foram encontrados com maior frequéncia, conforme

observado nas Figuras 24, 30 e 31

5.3.3 C57BL/6

Os camundongos da linhagem C57BL6 também apresentavam associacdo de helmintos
S. obvelata, A. tetraptera e H. nana, bem como presenca dos protozoarios das espécies S. muris,
E. muris, G. muris e T. muris no periodo de 1999 - 2001. Em 2002 observou-se ainda a presenca
de S. obvelata, A. tetraptera e H. nana e do protozoério T. muris. Entretanto, em 2003,
apenas presenca dos trés helmintos S. obvelata, A. tetraptera e H. nana. Enquanto que em 2004,
novamente, observou a associacdo dos trés helmintos com os protozodarios S. muris e T. muris.
Em 2005 houve auséncia da intercorréncia destes parasitos, sendo observada apenas a presenga
de S. obvelata. Considerando o periodo 2006 - 2012, também ndo houve mais associacao
parasitaria, com identificacdo da presenca isolada de S.obvelata em 2006 e 2009 e dos
protozoarios E. muris, em 2008, e de G. muris, em 2012. A partir de entdo, ndo foram
identificadas parasitoses nos camundongos desta linhagem (Figura 25).

5.4 INTERVALOS DE CONFIANCA PARA Syphacia obvelata

Ap0s as analises dos registros, foi observado gque entre os helmintos a maior prevaléncia
foi de S.obvelata, considerando todas as linhagens estudadas no periodo 1999- 2015. Esta
alta prevaléncia do helminto foi relevante, sendo observada em alguns camundongos por um
longo periodo. Com base neste entendimento, foram realizadas as analises dos graficos de
intervalos de confianga para a frequéncia de S. obvelata nos camundongos das diferentes
linhagens.

Para as andlises dos gréficos, é importante observar que o intervalo de confianga é muito

favoravel para inferir a dispersdo ou variabilidade das estimativas de uma amostra. Nas Figuras
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27, 28 e 29 pode-se observar as barras verticais que retratam o tamanho da amostra analisada
anualmente, assim um intervalo muito grande indica que a estimativa calculada ndo é téo
acurada quanto outra com intervalo menor, ou seja, quanto maior a amplitude do intervalo

menor a confiabilidade da estimativa.
5.4.1 SWISS WEBSTER

As analises das proporcdes e intervalos de confiangca para o parasito S. obvelata,
identificados nos camundongos Swiss Webster (Figura 27), demonstraram que houve diferenca
significativa na proporcéao de parasitos observada nos anos de 1999 e 2000, quando comparados
aos outros anos (2001-2013). Através da analise do grafico observou-se que houve uma
intersecdo entre os intervalos de confianca para os anos 1999-2000, que foi diferente das
intersecGes observadas para os demais periodos. No intervalo de 2001 a 2004 houve uma
reducdo da proporcao de parasitos identificados, porém ndo houve diferenga entre estes dados.
Os resultados obtidos em 2005 e 2006 foram diferentes e mais elevados daqueles observados
entre 2001-2004, porém nao significativos. Em 2007 o parasitismo diminuiu e, novamente em
2008 e 2009 houve recrudescimento significativo, quando comparado ao ano de 2007. Nos anos
sequintes, 2010-2013, houve uma reducdo do parasitismo e, a partir de 2013 ndo houve

identificagdo desse parasito (Figura 27).
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FIGURA 27 — Intervalo de confianca para a proporcao de S. obvelata na coldnia de camundongos
Swiss Webster do CECAL/FIOCRUZno periodo de 1999 - 2015.
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® Proporgao de parasitos

| Intervalo de confianca

5.4.2 BALB/c An

Nos animais desta linhagem a presenca da S. obvelata se restringiu a um periodo mais
curto, quando comparado ao camundongo SWISS WEBSTER. Entre os anos 1999-2006 o
parasitismo oscilou entre elevacédo e diminuicdo da identificacdo do nematoda. Em 2000, 2002,
2004 e 2005 esse bloco estava no mesmo patamar. A partir de 2006 houve reducdo do
parasitismo, sendo novamente identificado em 2008 e, em 2009 retornaram ao patamar
observado para o ano 2000. Entretanto, a partir desse periodo (2009) ndo foram mais

evidenciados S. obvelata (Figura 28).
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FIGURA 28 — Intervalo de confianca para a proporcdo de S. obvelata na colénia de camundongos BALB/c An do
CECAL/FIOCRUZ no periodo de 1999 - 2015.
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5.4.3 C57BL/6

Assim como para os camundongos Swiss Webster e BALB/c An, o0 ano de 1999 foi bem

critico, porém nos animais destas linhagens nao foram observadas diferencas significativas em
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relagdo aos anos de 2000 a 2002, que se mantiveram no mesmo bloco, apesar da redugéo do
parasitismo observada em 2000. A partir de 2003, os nimeros recrudesceram até o ano de 2006.
Em 2009 houve um dado prejudicado pelo tamanho da amostra que foi muito reduzida, sendo
um positivo de quatro animais enviados. A partir desta data ndo foram mais identificados S.

obvelata (Figura 29).
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Figura 29 - Intervalo de confianca para a proporcao de S. obvelata na colénia de camundongos C57BL/6 do
CECAL/FIOCRUZ no periodo de 1999 - 2015.
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6 - DISCUSSAO

O monitoramento sanitario devera obedecer a critérios técnicos rigorosos que atendam
as normas vigentes de entidades reguladoras e/ou normalizadoras, como a FELASA (FELASA,
2014). E importante salientar que dentre os poucos institutos ou universidades, considerando
territério nacional, sabe-se que o CEMIB/ Unicamp, o Biotério Central da USP e o
ICTB/FIOCRUZ possuem laboratorios que realizam o controle sanitario dos animais.

O SCQA/FIOCRUZ, no intuito de minimizar qualquer tipo de discrepancia nos
resultados, sempre procurou utilizar protocolos técnicos preconizados pelos biotérios nacionais,
bem como estabeleceu parcerias com os profissionais de area afins. Assim, com a finalidade de
diagnosticar endo e ectoparasitos, foram utilizadas as técnicas parasitologicas consagradas,
como o método de Willis e Hoffman para o exame de fezes, além da técnica de Graham
(Técnicas da fita celofane). O diagnoéstico definitivo e comprobatério, era realizado através da
visualizacdo do pelo do animal e necropsia. Nesta perspectiva, 0s nossos resultados foram
satisfatorios e respaldados pela literatura (GONCALVES, 2000; ZENNER; REGNAULT,
2000; GILIOLI, 2003).

Varias investigacOes relativas ao status sanitario, incluindo o presente estudo, vém sendo
desenvolvidas com o objetivo de nortear os pesquisadores sobre as principais parasitoses que
possam acometer os animais de laboratorio em instalacdes de producdo. Em nosso estudo,
considerando apenas 0 ano de 1999, foram encontrados e identificados os &caros M. musculi e
M. musculinus infestando os camundongos nas trés linhagens investigadas, com as prevaléncias
de 2,78% e 5,95%, respetivamente. Estes resultados assemelham-se aqueles obtidos nos
trabalhos desenvolvidos por Bressan et al., (1997), Gilioli etal. (2000) e Bicalho et al., (2007)
em biotérios nacionais com sistema convencionais controlados. Ja no ano 2000, apenas 0 acaro
M. musculinus foi detectado nas trés linhagens incluidas no estudo, o que foi um resultado
semelhante ao descrito por Griffths (1971), que identificou apenas uma Unica espécie de acaro
parasitando camundongos. Ainda de acordo com este autor, este achado ndo deve ser encarado

COmMOo um casuismo, pois, embora seja muito comum o parasitismo simultaneo por M. musculi
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e M. musculinus como assinalaram Flechmann et al. (1974), Bressan et al. (1997), Carty (2008),
ndo € incomum a infestacdo por um Unico agente. Esta observagdo é corroborada por Fox et al.
(2002) e Sahinduran et al., (2010) que relataram o M. musculinus como o acaro
mais identificado entre estes hospedeiros.

Apb6s um periodo sem deteccdo de ectoparasitos nas coldnias de camundongos
C57BL/6, no ano de 2004 ocorreu uma consideravel infestacdo desta col6nia, com o
comprometimento de 15 animais em universo de 64 analisados (aproximadamente 25% dos
animais analisados). E importante salientar que as autoclaves da Unidade, além de ndo estarem
validadas, no ano de 2004 sofreram problemas relacionados ao funcionamento dos
equipamentos (Memorando n° 19/2004 — DPA™). Este fator pode ter sido determinante para a
reintroducdo dos acaros M. musculinus nas colénias de C57BL/6, apesar de estarem alojadas
na mesma area do SPF. Apo6s o ano de 2004 foi possivel constatar que 0s animais ndo mais
apresentavam infestagdes por acaros, provavelmente a eliminacdo destes ectoparasitos tenha
ocorrido em funcao do tratamento por drogas acaricidas e reparo e manutencéo das autoclaves.

Muitos estudos relatam que os camundongos podem apresentar patologia dermatoldgica
e outros sinais clinicos quando infestados por ectoparasitos (MORITA et al., 1999;
JOHNSTON et al, 2009). Os &caros M. musculi e M. musculinus podem provocar sintomas de
sarna, tais como alopecia, eritema, prurido e dermatite como descrito por Baker (2008). Esta
sintomatologia nédo foi constatada no presente estudo. Os camundongos infestados por esses
acaros apresentaram pele integra e aparentemente tdo sadios quanto 0s nao parasitados, o que
tem identidade com o que descreveram Baker (2008) e Johnston et al., (2009). A auséncia de
sinais clinicos nos animais investigados é uma informacdo extremamente relevante,
principalmente porque pode comprometer os resultados dos experimentos, devido ao
desconhecimento pelo pesquisador da parasitose em curso, quando apenas 0s aspectos clinicos
dos animais forem considerados sem efetivo diagnostico laboratorial.

As endoparasitoses sdo de grande importancia devido ao comprometimento da salde
animal e possivel impacto nos resultados das pesquisas. Neste estudo, foi possivel observar
elevada prevaléncia do helminto S. obvelata nas trés linhagens analisadas, além da frequéncia
dos helmintos e protozoarios como A. tetraptera, H. nana, S.muris, G. muris, E. murise  T.
muris. As ocorréncias de infec¢bes por multiplos parasitos também ja foram observadas pelos
pesquisadores Zenner e Regnault (2000), em um estudo retrospectivo do status parasitologico

de roedores mantidos em um biotério na Franca, bem como por Gilioli (2003) em seu trabalho
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de avaliacao do perfil sanitario de col6nias de camundongos e ratos em biotérios brasileiros. Os
nossos resultados estédo de acordo com o trabalho de Goncalves (2000), que estudando a
fauna helmintolégica em camundongos Outbred e Inbred de biotérios institucionais brasileiros,
verificou a ocorréncia dos endoparasitos S. obvelata, A. tetraptera e H. nana. As observagoes
quanto as associacOes de helmintos parasitando camundongos Inbred foram também relatadas
por Gongalves (1996), que observou S.obvelata associada a A.tetraptera, bem como & H.nana,
podendo ainda haver a intercorréncia de S. obvelata, A.tetraptera e H.nana.

No presente estudo, considerando todos os endoparasitos identificados em todos os
camundongos avaliados, pdde-se constatar que as infecgdes causadas por helmintos foram mais
prevalentes do que as infec¢des causadas pelos protozoérios, sendo a prevaléncia para
S.obvelata (34,61%), A.tetraptera (4,19%), H.nana (3%) e S.muris (7,14%), T.muris (5,91%),
E.muris (3,19%) e G. muris (0,38%), respectivamente.

Como ja citado anteriormente, neste estudo foi analisada a prevaléncia dos endoparasitos,
sendo S. obvelata o mais prevalente nas trés linhagens estudadas. Este evento ndo é incomum,
como evidenciado no trabalho de Bicalho et al. (2007) e pode ser explicado em razdo da grande
dificuldade de controle deste parasito, que pode ser atribuida as caracteristicas do seu ciclo
bioldgico. E sabido que as fémeas deste helminto realizam a oviposicao na regido perianal dos
hospedeiros infectados, estes ovos permanecem aderidos na pele do animal, mas com
frequéncia, podem se desprender e contaminar o microambiente das col6nias. Estes ovos
elipticos e muito leves possuem a peculiaridade de contaminar o ambiente por aerossois que
podem se disseminar na poeira, contaminando 0s equipamentos e 0s ductos de ventilacdo
(BAKER, 1998). Assim, a higienizagdo e o0 manejo dos animais infectados séo determinantes
para evitar ou controlar a parasitose por S. obvelata em col6nias de roedores. E importante
lembrar que a ndo autoclavacdo dos materiais, como gaiolas, bebedouros, tampas, maravalhas
e outros pode ser uma fonte de infeccdo para os animais (TAFFS, 1976; MICHELS et al., 2006;
MOREIRA et al., 2013), porem como mencionado anteriormente, a falta da validagéo e
manutencdo dos autoclaves até o ano 2004 (Memorando n° 19/2004 — DPA™),
provavelmente corroborou para a maior frequéncia das endoparsitoses neste periodo.

Com o objetivo de controlar as infeccBes por parasitos, principalmente S. obvelata, varios
protocolos de vermifugacdo ja foram testados e, atualmente, a droga mais utilizada é a
ivermectina (BATTLES etal., 1987; SUETA et al., 2002). Com base neste entendimento, desde

a implantagdo do monitoramento sanitario, os técnicos do CECAL/FIOCRUZ realizavam o
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tratamento antiparasitario em todas as col6nias da criacdo. Entretanto, observou-se que 0
tratamento ndo foi eficiente no periodo de 1999 a 2013, j& que os resultados demonstraram a
presenca de endoparasitos. Pode-se atribuir esta falha na vermifugacdo dos animais aos
inimeros problemas relacionados a infraestrutura e equipamentos, além do ndmero insuficiente
de profissionais nas éareas de criacdo (informacédo verbal”). Estas dificuldades no controle
parasitario das col6nias, incluindo as trés linhagens avaliadas, foi demonstrada atraves dos
resultados obtidos neste estudo, principalmente quando se considera a alta prevaléncia de S.
obvelata. Por outro lado, a partir de 2013, constatou-se que o tratamento realizado por Moreira
et al; (2013), utilizando ivermectina oral combinada ao sistema de barreira sanitéria,
higienizacdo ambiental, incluindo a manutencdo predial e o despovoamento das salas que
precisavam de intervencdo, foram eficientes para promover a erradicacdo da S.obvelata, bem
como de outros parasitos, como demonstrado neste estudo.

O controle da S. obvelata é extremamente relevante quando se considera o impacto na
reprodutibilidade das pesquisas cientificas. Muitos autores ja relataram alteracGes da resposta
imune de camundongos infectados com helmintos. Em 2014, Jesus e Pavon demonstraram o
sinergismo da resposta imune de camundongos BALB/c Bioula, quando houve intercorréncia
da infecgdo por Leishmania mexicana associada a parasitose por S. obvelata. Em nosso estudo
observamos que os camundongos BALB/c An apresentaram maior frequéncia relativa para S.
obvelata quando comparado as outras linhagens incluidas no estudo. E sabido que a resposta
imune caracteristica induzida por helmintos intestinais é dependente da resposta de linfdcitos
Th2. Esta, resposta envolve a producdo de interleucinas, IL-4, IL-5 e IL-13, assim como a
producdo de imonoglobulina IgE e ativacdo, mobilizacdo e expansdo de células efetoras
especificas, como mastocitos e eosindfilos. O desenvolvimento da resposta imune para o eixo
tipo Th2 influencia negativamente a resposta do tipo Thl, e consequentemente, inibe a protecdo
imunolégica do hospedeiro frente a patdgenos, cuja resposta protetora é Thl dependente, bem
como pode estimular a resposta do eixo Th2 para outros patégenos ou alergenos (ABBAS e
LICHTMAN, 2013). Neste contexto, Michels et al. (2006) observaram que a resposta imune
Th2 de camundongos BALB/c induzida pela infecgéo por S. obvelata foi capaz de exacerbar a
reacdo alérgica induzida pela ovoalbumina. Os mesmos autores afirmaram que o grau de

infeccdo com S. obvelata parece ser dependente da linhagem de camundongo envolvida, sendo

*Informacéo obtida por meio de contato com a Médica Veterinaria Belmira Santos, responsavel pelo setor de

criacdo do SCRL/CECAL/FIOCRUZ no periodo incluido no estudo.
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0s animais inbreed (BALB/c, C57BL/6 e 129/Sv) e os camundongos com deficiéncia em
citosinas tipo 1 (IFNyR ) séo capazes de eliminar com facilidade pequenas infec¢bes com o
helminto.

E importante observar que os protozoarios S. muris (7,14%), T.muris (5,91%), e E.
muris (3,19%), que foram os mais frequentemente identificados nos camundongos das trés
linhagens estudadas s&o considerados pouco ou ndo patogénicos para os hospedeiros (GILIOLI,
2000; ANDRADE et al., 2006; LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009). Foi observada também
uma baixa frequéncia de G. muris (0,38%) em alguns animais, sem associacdo com quadro
clinico. Estes resultados divergem dos observados por Bicalho etal., (2007), que obteve
uma prevaléncia maior de E. muris (84,6%) e G. muris (46,2%) enquanto os trabalhos de Zenner
e Regnault (2000) revelaram que os protozoarios mais frequentes foram Tritrichomonas sp.
(73,9%) e E. muris (60,9%). Assim, pode-se inferir que os animais das linhagens Swiss
Webster, C57BL/6 e BALB/c An criados e mantidos no CECAL, no periodo avaliado,
apresentaram indices de parasitismo inferiores aos descritos na literatura.

Alguns fatores como idade, sexo, tamanho amostral e susceptibilidade das linhagens aos
parasitos podem interferir nos resultados parasitolégicos (SCOTT; GIBBS, 1986;
WAGNER, 1988). No nosso estudo observou-se que as diferencas no tamanho amostral foram
relevantes e determinaram as alteracGes verificadas nas analises estatisticas, e demonstradas
através dos gréficos de intervalo de confianca. Esta amplitude no tamanho das amostras também
determinou os cortes temporais 1999-2003 e 2004-2015, para uma melhor avaliacdo dos
resultados.

Considerando o corte temporal, observou-se uma semelhanca na distribuicdo das
frequéncias relativas e absolutas para os periodos 1999-2003, 2004-2015, bem como o periodo
total do estudo de 1999 a 2015. Estas alteracGes observadas sdo muito importantes
principalmente no que tange a metodologia empregada para o monitoramento sanitario, onde
se observou variagdo no nimero de animais analisados durante todo periodo. Esta varia¢ao pode
ser compreendida como uma busca na melhoria dos processos e procedimentos técnicos apos a
implementacdo das recomendagdes da FELASA. Porém, ha que se avaliar a pertinéncia dos
protocolos de remessa das amostras desenvolvidas pelos setores, bem como a inclusdo de
animais-sentinelas. Todavia, outros fatores de suma importancia também devem ser
considerados nesta analise dos dados do periodo 1999-2004, onde foi verificada a maior
frequéncia dos parasitos. N&o é vidvel atribuir apenas a diferenca do tamanho das amostras
como fator determinante das variacGes observadas durante a compilacdo dos dados. H& que se

considerar a faixa etaria e sexo dos animais, a infraestrutura predial, auséncia de racks
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ventilados, protocolos de manejo ndo validados e ao comportamento dos técnicos ou
insuficiéncia de novos funcionarios, bem como estagiarios ou bolsistas.

Por outro lado, o corte temporal 2004-2015, sem desconsiderar o tamanho amostral, que
pode ser determinante, é possivel inferir que a menor frequéncia das parasitoses ocorreu em
fungdo da implantagcdo e melhoria das barreiras sanitaria, incluindo a aquisi¢cdo de materiais,
insumos e implantacdo de racks ventilados na criagdo, a partir do ano de 2005 (informacéo
verbal®). Neste periodo também houve incentivo a capacitagdo e treinamento de técnicos,
estagiario e bolsistas. Porém, a partir do ano de 2008 houve o recrudescimento das parasitoses,
principalmente nas linhagens BALB/c An e C57BL/6, que pode ter sido decorrente da quebra
das barreiras sanitaria em funcdo da degradacdo da infraestrutura e ambientes insalubres
conforme relatado no (Memorando 19-2009 do SCRL***). Posteriormente, além de todas estas
medidas necessarias para o controle das parasitoses, a partir de 2010 foi realizado por Moreira
et al.(2013) o tratamento antiparasitario em toda criacdo da unidade. Tais acBes podem ter
refletido na diminuigéo da frequéncia dos parasitos, uma vez que ndo foram mais evidenciados
a partir do ano de 2013.

Assim, é importante salientar que nestes estudos foi possivel verificar que ao longo do
periodo de 1999 a 2015 houve uma reducdo das infecgdes parasitarias nos camundongos das
linhagens estudadas. Esta reducdo progressiva de ecto e endoparasitos nas colbnias
provavelmente foi decorrente da implantacdo de barreiras sanitarias adequadas, que apesar da
degradacdo da infraestrutura do CECAL, contou com grandes esforcos, para sustentar uma
instalacdo onde se deseja a formacdo de profissionais, bem como atender e criar animais de
laborat6rio com qualidade genética e sanitaria que satisfacam as exigéncias das pesquisas. Com
base neste entendimento, pode-se afirmar que é um grande desafio dos Centros Institucionais
criar e manter biomodelos que contemplem os anseios da comunidade cientifica e que desejem

efetivamente seguir os procedimentos e fortalecer a Ciéncia em Animais de Laboratorio.

7 - CONCLUSOES

* Informagdo obtida por meio de contato com a Médica Veterinaria Belmira Santos, responsavel pelo setor de
criagdo do SCRL/CECAL/FIOCRUZ no periodo incluido no estudo.
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Com base nos resultados obtidos durante estre estudo concluiu-se que:

v O ectoparasito Myocoptes musculinus foi 0 mais prevalente nas colonias de Swiss
Webster, BALB/c An e C57BL/6

v O endoparasito Syphacia obvelata foi 0 mais prevalente nos camundongos de ~ Swiss
Webster, BALB/c An e C57BL/6

v Os camundongos da linhagem BALB/c An apresentaram maior frequéncia relativa para
Syphacia obvelata quando comparado as linhagens incluidas no estudo. O protozoario
Spironucleus muris foi o mais prevalente nas linhagens de Swiss Webster, BALB/c An e
C57BL/6

v A insuficiéncia de barreiras sanitarias supostamente foi fator determinante para os
achados de ectoparasitos e endoparasitos nas col6nias, principalmente no periodo 1999-2004
v A reducdo progressiva de ectoparasitos nas colonias estudadas foi decorrente da
implantacdo de barreiras e manejos sanitarios adequados

v A presenca de acaros Myocoptes musculinus na colénia C57BL/6, ap0s trés anos
controlados, denota uma reinfestacdo da col6nia por quebra de barreira sanitaria

v O tamanho amostral durante 0 monitoramento sanitario é determinante para expressar a
representatividade do status sanitario da populacdo estudada

v As informacges a respeito da saude do animal, presenca de agentes infecciosos e 0s
tratamentos realizados para o controle das parasitoses precisam ser de fornecimento
compulsorio pelas instituicdes que possuem instalaces de producdo animal

v O monitoramento sanitério periddico, as medidas de tratamento intermitente, associada
a melhoria do manejo e estabelecimento de barreiras sanitérias corroboram para o controle de

ectoparasitos e endoparasitos dos animais estudados.
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ANEXO A

Em 12 de Abril de 2004.

Memo n° 19/2004 — DPA
De: Departamento de Produgdo Animal
Sebastido Enes Reis Couto
Para. Departamento de Planejamento e Administracdo/CECAL
Zilah Mello

Assunto: Manutencéo e Conserto de Autoclave

Sra. Chefe,
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Como é de conhecimento de V.Sa., estamos sem contrato de uma empresa especializada
para manutengdo preventiva e corretiva de autoclave, a mais de 1(um) ano. Em consequéncia é
necessario a utilizacdo de servico emergencial, que muita das vezes, de elevado custo para
Unidade. Além disso, coloca em risco o desenvolvimento das atividades com seguranca e
qualidade, devido a mudanga da rotina de trabalho sem planejamento prévio.

O conserto emergencial dos equipamentos ndo nos garante o bom funcionamento do
mesmo, Visto que, é necessario um acompanhamento periddico para limpeza dos purgadores,
drenos, filtros, etc.

Relaciono abaixo, que vem ocorrendo no funcionamento das autoclaves deste

Departamento.

v" Autoclave 2.500 litros — SPF
v" Problema na autoclavacdo com vapor fluente;
v Falta de grafico para registro de temperatura e pressao;

v" Entrada de vapor na cAmara externa da autoclave mesmo estando desligada.

v" Autoclave 4.500 litros - SPF
» Nao estd funcionando a mais de 10 dias devido a retirada do painel para conserto,
dificultando a realizagdo das atividades diaria daquele Setor;

» Necessita de limpeza de purgadores;

A\

Falta grafico para registro de temperatura e leva muito tempo completar um ciclo de
autoclavacao.

Autoclave 4.500 litros — Setor Convencional/Lagomorfos

Necessita de rampa adequada para entrada e saida de material;

Problema na autoclavacao — provocando pressao negativa;

Falta gréafico para registro de temperatura e presséo;

vV V V Vv X

N3o esta realizando a fase de resfriamento.

Autoclave 4.500 litros — Setor Convencional / Roedores
Falta gréafico para registro de temperatura e presséo;

N&o esta entrando a fase de esterilizacdo automaticamente;
Problema na autoclavagdo com vapor fluente;

Retencdo de agua no interior do equipamento;

YV V V V VvV X

Muito tempo para completar um ciclo de autoclavacao;
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» Problema na entrada de vapor no equipamento.

v" Autoclave 2.500 litros — Setor Convencional/Roedores

» Falta de grafico para registro de temperatura e pressao;

» Dificuldade para abrir a porta do lado sujo, devido instalacdo elétrica existente na parede
lateral do equipamento;

» Conserto dos rodizios dos carrinhos;

» Peca solta da porta do lado limpo.

v" Autoclave 4.500 — Setor Convencional/Roedores Marca SERCOM
» Equipamento ndo se encontra em funcionamento a mais de 3 anos. Como motivo principal,

esta relacionado ao painel de comando.
Considerando que uma das metas do CECAL, é produzir animais com padrdo de

qualidade sanitario definido, solicito V.Sa., providéncias em carater emergencial, para

solucionar tais problemas, e coloco-me a disposicao para maiores esclarecimentos.

Atenciosamente,
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ANEXO B

Rio de janeiro, 03 de abril de 2009.

Memo: 19-2009- SCRL

Do: Servico de Criagdo de Roedores e Lagomorfos
Para: Vice-Diretoria de Criagdo Animal

Assunto: A situacao do Servico de Criagédo

Prezada Vice- Diretora,

O Servico de Criacdo de Roedores e Lagomorfos-SCRL, Servico de Manutencgéo e a Assisténcia
Técnica da Gestdo da Qualidade e Tecnologias, em reunido em 23/03/2009, em funcéo das
informacdes sobre a ndo aceitacdo das providéncias relativas ao Plano Diretor do Cecal e das
necessidades emergenciais da area de criagdo animal para o ano de 2009, elaborou um

documento, a fim de informar sobre a situacdo do SCRL, conforme anexo.

Atenciosamente,

Sebastido Enes Reis Couto

Chefe do Servico de Criacdo de Roedores e Lagomorfos.
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Situacéo atual do Servico de Criacdo de Roedores e Lagomorfos

Senhora Vice-Diretora,

Como é de conhecimento de V.Sa., 0 Servigo de Criacdo de Roedores e
Lagomorfos — SCRL, nos Gltimos anos, vem aumentando em muito sua cria¢do de animais em
funcdo da demanda da Instituicdo, principalmente das linhagens de camundongos Transgénicos
e Knockouts. Atualmente ja contamos com 56 linhagens de camundongos, uma de rato,
hamster, cobaia e uma coldnia de coelhos totalizando uma producdo de aproximadamente 200
mil animais/ano. Para o ano de 2009, é prevista a importacdo de 30 novas linhagens de
camundongos e a solicitacdo de outras 16, e um aumento consideravel de producéo de coelhos.
E importante salientar que a qualidade sanitaria e genética desses animais é da maior
importancia tanto para a criagdo quanto para o desenvolvimento das pesquisas. Sao animais
geneticamente modificados, alguns imunodeficiente e com periodo de vida curto, ou sdo
modelos para doengas humanas crénicas e degenerativas. Sao animais que necessitam de
cuidados especiais para sua sobrevivéncia, tais como alimentacdo, reproducdo, desmame
ambiente adequado quanto a temperatura e umidade, além de pessoal treinado e em ndmero
suficiente para atender as suas necessidades diferenciadas.

Os profissionais do SCRL nunca mediram esforcos para atender a demanda da
Instituicdo e sempre foram motivados pelas diversas acBes e propostas realizadas para a
melhoria das instalagGes, dos equipamentos e do ambiente de trabalho a fim de estabelecer um
melhor padrdo de qualidade sanitaria dos animais. Consideramos para isso, a resolucdo do
Congresso Interno com a proposta do Plano Diretor; a iniciativa do proprio Cecal para a
acreditacdo através da AAALAC (Association for Assessement and Accreditation of
Laboratory Animal Care International); o Comité de Usuéarios de Animais de Laboratério
(CUAL) por iniciativa da Vice-presidéncia de Pesquisa e Desenvolvimento Tecnoldgico
(VPPDT), nomeando uma comissdo interna e pela consultoria do Dr. Jean-Louis Guenét, do
Instituto Pasteur/Paris.

Houve ainda a proposta de Cooperacdo Técnica para 0 Melhoramento de Biotérios no
Brasil e em Cuba por iniciativa conjunta de Bio-manguinhos e Cecal com apoio da VPPDT,
incluindo a realizagdo de consultoria dos técnicos do Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratério (CENPALAB); a constituicdo de uma comissdo para atuar no
processo de formulagdo de uma proposta para o desenvolvimento estratégico do Cecal pela
portaria da Presidéncia numero 403/2007-PR; e pela comissdo de Bio-manguinhos realizando
auditorias sobre a Qualidade de Fornecedor. Consideramos ainda, a demanda institucional,
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avaliada pelo Cecal e as Unidades usuarias de animais de laboratério e a implementagdo da
nova Estrutura Organizacional, aprovada pelo CD/Fiocruz. Além disso, da proposta de
melhoria desta Unidade pela presidéncia em campanha eleitoral.

Ainda nos lembramos que em reunido do Conselho Deliberativo do Cecal, do dia 26 de

julho de 2007, entendemos que somente através da adequacgdo da infra-estrutura poderiamos
continuar a atender de forma eficiente a necessidade da Instituicéo.
Através de um entendimento com a Vice-presidéncia de Desenvolvimento Institucional e
Gestéo do Trabalho foi encaminhado o memo n° 207/2007- Diretoria /Cecal, de 14/09/2007 e
0 memorando n° 131/2008 — Diretoria/Cecal de 11/06/2008, que acreditamos terem contribuido
para o inicio dos trabalhos do Plano Diretor do Cecal.

Este trabalho foi iniciado em setembro de 2008, para que em marco de 2009 fosse
submetido a avaliacao da presidéncia. Porém, no dia 20 de marco de 2009, em reunido com 0s
técnicos da Dirac que estdo elaborando o projeto, recebemos a noticia que o Plano Diretor do
Cecal ndo mais seria incluido no ano de 2009 para sua efetivacdo. E lamentavel e preocupante
que diante de tantas intervencdes, nesses Ultimos trés anos, este Servico, responsavel por
aproximadamente 90% do fornecimento de animais utilizados na Fiocruz, tenha recebido para
o0 desenvolvimento de suas atividades, apenas duas maquinas de lavar gaiolas. Para o ano de
2009, aguardamos a chegada de seis estantes ventiladas para gaiolas microisoladoras e uma
maquina de lavar gaiolas.

De todas as acOes referidas acima, em relacdo a estrutura fisica e adequacdo de
ambientes propostas pelos consultores e pelo proprio Cecal, somente uma se encontra em fase
de instalago, que é a Central de Agua Gelada (CAG) e que, pelo andamento de suas obras, n&o
acreditamos que tenha pleno funcionamento ainda no ano de 2009. Nés preocupamos por ndo
podermos descartar a possibilidade de uma parada da atual CAG, ja que hoje estamos
trabalhando com 50% de sua capacidade. Os 45 fancoils necessitam de uma intervencdo de
recuperacao urgente devido ao tempo de vida util dos equipamentos.

O SCRL em reunido com o Servi¢o de Manutencao e Assisténcia Técnica da Gestéo da
Qualidade e Tecnologias em 23/03/2009, em fungdo das informacdes sobre a ndo inclusdo do
Plano Diretor do Cecal, das necessidades emergenciais da area de criagdo animal para 2009 e
com o intuito de evitar que perdas irreparaveis possam vir a ocorrer em relacdo as colonias de
animais, priorizou algumas intervengdes que devam ser realizadas imediatamente, conforme
abaixo:

v Central de Agua Gelada (CAG) — Constituir uma comissdo juntamente com a

fiscalizacdo da Dirac, para avaliar o andamento da construcédo visando o término o mais rapido
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possivel, bem como acompanhar e planejar junto com a empreiteira as interferéncias com as
instalagBes existentes e ndo incluida nesta etapa da obra. Hoje estamos com temperaturas e
umidades relativas elevadissimas nas salas dos animais, proporcionando ambientes insalubres
gue provocam ndo somente a contaminacdo como a morte de animais, baixa produtividade e
desgaste do corpo técnico, ja que as condi¢bes ambientais estdo totalmente desfavoraveis a suas
atividades rotineiras, devido ao atraso no cronograma da obra.

v Piso técnico - Com as instalacdes hidraulicas com tubos de ferro galvanizado,
apresentando corrosdo devido a agressividade do ambiente e os fancoils com drenos localizados
sobre a laje ndo impermeabilizada, vem ocorrendo constantemente vazamentos de agua sobre
0 piso, que infiltra através do teto das salas de criacdo de animais com alto risco de
contaminacdo para os animais. No levantamento dos exames laboratoriais realizados no
primeiro trimestre de 2009 pelo Servico de Controle da Qualidade Animal, foi diagnosticada a
presenca de microorganismos patogénicos em diversas col6nias de animais, 0 que pode
comprometer a manutencdo das mesmas na area bioprotegida e nos resultados das pesquisas
que sao utilizados.

Quanto a intervencdo da manutencéo, esta tem sido localizada, considerando que 0s
servigos sdo de grande porte e a mesma ndo possui pessoal suficiente e qualificado para sua
realizacdo. Como exemplo, a instalacdo hidréaulica, é desprovida de registro nos ramais, que
implica interromper o fornecimento de agua para todo prédio, por longo periodo. O mesmo
ocorre com as outras instalacdes no piso técnico, como elétrica e gas.

v Limpeza do piso técnico — O piso técnico precisa de um programa de higienizacao
constante, além de barreiras contra vetores. A falta destes provoca mais intervengdes para
substituicdo dos filtros do sistema de ar condicionado central, correndo o risco de contaminagéo
das salas de criacdo e maior custo.

v Tubulacdo da linha de vapor — com o isolamento danificado e em diversos pontos, em
processo de corroséo, principalmente nos pontos de soldas e de dentro para fora da tubulacao,
muitas das vezes é necessario interromper a esterilizacdo dos materiais e insumos utilizados nas
col6nias de animais para conserto dos mesmos.

v Autoclaves - N&o dispdem de um programa de certificacdo e calibracéo,
conseqiientemente ndo estamos garantidos pela sua eficiéncia e biosseguranca, apesar das
manutencdes corretivas e ajustes realizados pela unidade. N&o dispomos de pegas e ferramentas
para realizar o retrofit necessario devido ao desgaste do equipamento. Por ser um projeto
especifico desenvolvido para o CECAL ainda temos dificuldade de aquisicdo de pegas de

reposicao.
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v Balangas de precisdo ndo calibradas - Predispéem 0s nossos profissionais a erros
constantes no fornecimento dos animais. A Unidade ndo dispbe de numero suficiente de
equipamentos e nem de pessoal qualificado para manutencdo. Neste caso temos 0 apoio do
DEMEQ/ DIRAC para realizagéo do servico.

v Estrutura Fisica - Paredes com rachaduras e portas sem vedagdo adequada, impedem a
eficiéncia das barreiras sanitarias para com as colénias de animais. Constantemente sao
encontrados moscas, lagartixas, baratas e outros insetos nas salas dos animais que representam
grande risco para a manutencao de animais livres de germes patogénicos especificos.

v Pessoal - E grave esta situacdo em funcdo de proibicdo de novas contratacdes, do
cancelamento dos concursos publicos, dos afastamentos por indicacdo médica de profissionais
por motivo de doencas que sdo na maioria das vezes provocadas pelo local inadequado para
realizacdo de suas atividades (Setor de Higienizacdo e Esterilizacdo), dos movimentos repetidos
e do nimero insuficiente de profissionais para desenvolvimento de determinadas atividades.

Diante de tantas ndo conformidades ficamos preocupados e nos perguntamos: Como
poderemos atender as necessidades dessa Institui¢do e alcancar um padrdo de qualidade e de
satisfacdo pessoal?

Para isso estamos propondo algumas solucdes, conforme abaixo:

1- A construcdo imediata de um prédio (sala de animais) com capacidade para 80 isoladores
com fechamento répido, para abrigar as col6nias de fundacdo de camundongos dotado de
climatizacdo e com equipamentos que garantam eficiéncia de suas barreiras sanitarias. Caso
ndo seja possivel a construcdo desta area, em carater emergencial, a sugestdo alternativa seria
realizar uma reforma em toda area do SPF, desde a sua estrutura fisica e de substituicdo de
equipamentos para tornar a area qualificada ao desenvolvimento das atividades.

2- Criar um cronograma para adequacdo de todo o restante da area de criacdo animal para
garantir o bem-estar, a biosseguranca e proporcionar a Instituicdo uma producdo de animais
com a qualidade que ela necessita.

Lembramos ainda que com uma equipe de profissionais com varios anos de
conhecimento na criacdo e manutengdo de animais de laboratdrio, com experiéncia na gestao
de biotério, estando envolvidos em diversas consultorias nacionais e internacionais,
consideramos nossa preocupacdo legitima e digna, pois, ndo podemos negligenciar a atual
situacdo e colocar em risco um patriménio genetico de mais de setenta diferentes linhagens de
animais pelo alto custo que isso representa.

Finalizando, solicitamos que V. Sa dé conhecimento aos interessados sobre o0s

problemas que estamos enfrentando. Considerando que caso ndo ocorra nenhuma intervencao
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imediata no sentido melhorar as condi¢des das instalacdes fisicas e dos equipamentos deste
Servigo, estaremos correndo sérios riscos de perdemos as coldnias de animais ja existentes e
consideramos que sera inviavel a introducdo de novas coldnias, 0 que pode trazer como
conseqiiéncia a interrupcéo de programas e projetos de pesquisa desta Instituicéo.

Certo que compreenda a nossa preocupacdo com esta Unidade, a fim tornar-referéncia
para a Fiocruz, esperamos de V.Sa um posicionamento, a fim de definirmos os procedimentos
que serdo adotados em relacdo a criacdo de animais, juntamente com a garantia da qualidade
no atendimento as ndo conformidades levantadas nas auditorias e ao planejamento do servico

de manutencédo da Unidade.

Atenciosamente,

Servico de Criacdo de Roedores e Lagomorfos.

Servico de Manutencéo

Assisténcia Técnica da Gestdo da Qualidade e Tecnologias



