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“A persisténcia ¢ o menor caminho do éxito”

(Charles Chaplin)



RESUMO

A qualidade da ragéo peletizada disponivel para animais de laboratério esta ligada
diretamente a condicdo sanitaria destes biomodelos. Apesar disso, poucos Sao 0S
trabalhos publicados que abordam o seu controle microbiolégico. Mesmo havendo
esterilizacdo prévia das racdes que serdo utilizadas nos comedouros, estas entram
em contato com 0s animais, com o ambiente e sdo manuseadas pela equipe técnica
durante a manutencdo dos animais. Além disso, sua estocagem pode ser
inadequada, o que pode levar a uma contaminagdo e possiveis problemas na
qualidade deste alimento. A partir destas possiveis vias de contaminacdo, este
trabalho teve como objetivo verificar a qualidade microbioldgica de racdes irradiadas
e autoclavadas e avaliar por quanto tempo elas mantém esta qualidade higiénico-
sanitaria. Para atingir esse objetivo foi realizada a pesquisa de micro-organismos
indicadores, durante o periodo de manutencdo da racdo nas gaiolas dos
camundongos e foi verificado se os comedouros e a cavidade oral dos animais
apresentaram as mesmas bactérias detectadas nas racdes. Antes de iniciar as
andlises das racdes, foram realizados dois ensaios com o corante alimenticio liquido,
o primeiro para verificar a inocuidade do corante frente a bactérias e o segundo para
verificar se a racdo marcada era palatavel e se ndo haveria preferéncia ou repulsa
dos animais por determinada cor. No resultado do primeiro ensaio foi constatado que
0 corante nao interferia no crescimento bacteriano enquanto que o no segundo
ensaio observou-se que a racdo marcada continuava palatdvel e ndo houve
preferéncia ou repulsa dos animais por determinada cor. A partir dos resultados
destes ensaios, iniciou-se 0 experimento que foi realizado com quatro grupos de
camundongos da linhagem C57BL/6 (10 machos e 10 fémeas) para cada racao
(autoclavada e irradiada), com cinco animais em cada gaiola. As racGes foram
marcadas para possibilitar a diferenciacdo entre as ragdes oferecidas inicialmente e
as subsequentes, permitindo comparar a sua qualidade/tempo de exposicdo. Esse
procedimento mimetizou o procedimento padrdao de acrescentar novos pellets
semanalmente nos comedouros por cima dos pellets antigos, permitindo estimar o
tempo em que a racao ficou no comedouro sem ocorréncia de contaminacdo. Apos
as analises microbiolégicas das racdes os resultados obtidos foram: auséncia de
Salmonella spp. e a contagem de micro-organismos mesofilos totais, bolores,
leveduras, coliformes totais e termotolerantes bem abaixo dos limites maximos
estabelecidos na literatura. Mostrando assim que, apés todo o periodo de exposicao,
as racfes mantém boa qualidade higiénico-sanitaria. Em contrapartida, nos
comedouros e na andlise da microbiota da cavidade oral dos animais nao foi
identificado nenhum micro-organismo utilizado como indicador para qualidade das
racdes, mas foram isoladas algumas bactérias potencialmente patogénicas como:
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Acinetobacter baumanni complex,
Enterobacter cloacae e Klebsiella pneumoniae demonstrando que apesar de néao
haver racdo contaminada, de alguma forma houve quebra de barreira sanitaria,
portanto todos os procedimentos dessa area devem ser revistos, pra verificar onde
esta havendo falha

Palavras-chave: Qualidade higiénico-sanitaria. Analise microbiologica. Racéao.
Linhagem C57BL/6.



ABSTRACT

The quality of the pelleted feed available for laboratory animals is directly linked to
the health condition of these biomodels. Despite this, there are few published works
that address its microbiological control. Even with previous sterilization of the feeds
that will be used in the feeders, they come into contact with the animals, with the
environment and are handled by the technical team during the maintenance of the
animals. In addition, its storage may be inadequate, which can lead to contamination
and possible problems in the quality of these foods. Based on these possible
contamination routes, this study aimed to verify the microbiological quality of
irradiated and autoclaved rations and to define how long they lose their hygienic-
sanitary quality. In order to achieve this objective, the research of indicator
microorganisms was carried out during the maintenance period of the feed in the
mice cages and it was verified whether the feeders and the oral cavity of the animals
showed the same bacteria detected in the feed. Before starting the analysis of the
rations, two tests were carried out with liquid food coloring, the first to check the
innocuousness of the dye against bacteria and the second to check if the marked diet
was palatable and if there would be no preference or repulsion of the animals for a
certain color. In the result of the first test it was found that the dye did not interfere
with bacterial growth whereas in the second test it was observed that the marked diet
was still palatable and there was no preference or repulsion of the animals for a
certain color. In the result of the first test it was found that the dye did not interfere
with bacterial growth, whereas in the second test it was observed that the marked
diet was still palatable and there was no preference or repulsion of the animals for a
certain color. From the results of these tests, the experiment was started with four
groups of C57BL / 6 mice (10 males and 10 females) for each diet (autoclaved and
irradiated), with five animals in each cage. The diets were marked to allow the
differentiation between the diets offered initially and the subsequent ones, allowing to
compare their quality / exposure time. This procedure mimicked the standard
procedure of adding new pellets weekly in the feeders on top of the old pellets,
allowing to estimate the time the feed was in the feeder without contamination. After
the microbiological analyzes of the diets, the results obtained were: absence of
Salmonella spp. and counting of total mesophilic microorganisms, molds, yeasts,
total coliforms and thermotolerants well below the maximum limits established in the
literature. Thus, showing that, after the entire period of exposure, it maintains good
hygienic-sanitary quality. In contrast, in the feeders and in the analysis of the
microbiota of the oral cavity of the animals, no microorganisms used as an indicator
for the quality of the rations were identified, but some pathogenic bacteria were
isolated, such as: Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Acinetobacter baumanni
complex, Enterobacter cloacae and Klebsiella pneumoniae demonstrating that
although there is no contaminated feed, somehow there was a break in the sanitary
barrier, so all procedures in this area should be reviewed, to see where there is a
failure.

Keywords: Hygienic-sanitary quality. Microbiological analysis. Line C57BL / 6.
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1 INTRODUGCAO

Nos dias atuais, exige-se que 0s animais de criatérios cientificos tenham
padrées sanitarios e genéticos conhecidos. Para obter esses padrbes sao
necessarios: instalacbes apropriadas, equipamentos especializados e pessoal
capacitado (MAJEROWICZ, 2008). Além disso, cada vez mais, os pesquisadores e
usuarios, exigem que estes animais sejam mais uniformes e produzidos com
qualidade, ja que desta forma, menos animais serdo necessarios para atingir os
resultados (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006).

E importante que barreiras sanitarias eficazes sejam instaladas para que o0s
animais em guestdo, ndo sejam contaminados com micro-organismos provenientes
do meio externo. Por sua alimentacdo ser um possivel ponto critico, devemos
destinar total atencdo a racdo oferecida, pois se ela ndo estiver isenta de
organismos patogénicos, poderd interferir na saude dos biomodelos (REIS, 2008).
Portanto, para que os animais sejam produzidos de maneira mais uniforme, sua
dieta deve possuir formulacdo conhecida e sem variacées (LAPCHIK; MATTARAIA,
KO, 2009) ser palatavel, possuir nutrientes especificos para cada espécie e ser
oferecida diariamente, além de ser isenta de contaminantes microbiol6gicos e
quimicos (NRC, 2010), pois o bom desenvolvimento desses animais dependera da
composicdo da racdo que eles consomem e da qualidade que esta possui
(CARVALHO et al. 2003).

Segundo Santos e colaboradores (2000), Longo, Silva e Lazarin (2010) e
Americano (2016), existem poucos trabalhos realizados em nosso pais referentes ao
controle microbioldgico de racdes. Suas pesquisas apontam para a necessidade de
maiores estudos sobre o assunto, ja que a qualidade da alimentacdo compromete o
padrdo sanitario desses animais. Apesar da esterilizacao prévia utilizada nas racdes,
gaiolas e de todo material que entra em contato com 0s animais, existe 0 manuseio
deste material pela equipe técnica responsavel durante a manutencdo, além da
estocagem e o contato dos proprios animais com a racdo durante o periodo de
consumo, o0 que pode levar a uma contaminacao indireta e possiveis problemas na
qualidade deste alimento.

A partir desta possibilidade, este trabalho visa investigar a qualidade

higiénico-sanitaria das racfes disponibilizadas para roedores no Biotério do Instituto
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Nacional do Cancer — INCA. Para este fim serdo pesquisados micro-organismos
indicadores, como: mesofilos totais, coliformes totais e termotolerantes, bolores,
leveduras e patogénicos como Salmonela spp. (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009;
GIRIO et al, 2012), durante o periodo de sua manutencdo nas gaiolas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 QUALIDADE DOS ANIMAIS DE LABORATORIOS

Os animais de laboratorio sédo utilizados ha mais de um século em varias
areas das pesquisas biomédicas e vém colaborando com os avancgos cientificos e
tecnologicos destas &reas. Por muito tempo estes animais foram utilizados como se
fossem apenas instrumentos de trabalho, ndo havendo assim, preocupacdo com o
seu bem-estar ou seu padrao sanitario (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006).

Com o aumento da relevancia destes animais nos estudos cientificos, cada
vez mais se tém exigido que estes possuam uma boa qualidade sanitaria
(ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006; MAJEROWICZ, 2008), gerando diversos
estudos ndo somente sobre esses animais em si, mas também sobre as instalagées
onde estes estdo sendo criados. Esses cuidados acabaram por contribuir no
surgimento de novo ramo de pesquisa, a Ciéncia de Animais de Laboratério
(LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

Hoje é consenso que, para que esses animais tenham um bom padréao
sanitario, estes devem ser mantidos em um ambiente com barreiras sanitarias
adequadas que sejam formadas por uma combinacdo de instalacbes apropriadas,
equipamentos, materiais, equipe treinada e procedimentos operacionais padrao,
impedindo assim a contaminacdo da area de criacdo ou experimentacdo animal
(ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006; LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

Segundo Fontes e Santos (2013), entre as principais barreiras sanitarias e de
contencdo que evitam a contaminacgao nas instalacdes animais estdo a autoclave de
dupla porta; o aparelho de ar condicionado com sistema de pressao, fluxo
operacional, esterilizacdo e desinfeccdo de materiais, tanques de imersao, filtros
seletivos HEPA na entrada e saida do ar, fluxo laminar, racks ventilados,
equipamentos de protecao individual, higienizacado dos funcionarios, desinfeccao do
ambiente, cabines de troca, cabines de seguranca biologica, guiché de passagem,

microisoladores, auséncia de janelas e controle de vetores.
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Com base nas demandas atuais, tem-se entdo, realizado a uniformizacao
microbiolégica dos animais, fazendo com que haja uma reducdo no numero de
individuos usados, minimizando assim néo s6 os riscos para a saude humana devido
a possiveis zoonoses, mas também proporcionando o bem-estar e a saude dos
animais de laboratorio. Portanto atualmente, definem- se os padrbfes sanitarios dos
animais de laboratério, de acordo com a sua microbiota associada e com a
complexidade do sistema de barreiras de prote¢cdo nos quais eles estdo alocados
(POLITI; PIETRO; SALGADO, 2008; zZOTZ; FICHER, 2018). Com base nestes
parametros, os animais podem ser classificados em:

a) Animais convencionais ou haloxénicos: possuem microbiota indefinida por
serem mantidos em ambiente destituido de rigidas barreiras sanitarias. Todavia 0os
animais sdo criados de acordo com principios bésicos de higiene (ANDRADE;
PINTO; OLIVEIRA, 2006; MAJEROWICZ, 2008; ZOTZ; FICHER, 2018).

b) Animais SPF (Specific Pathogen Free) livre de patdgenos especificos ou
heteroxénicos: ndo apresentam microbiota capaz de Ihes causar doengas, ou seja,
possuem somente micro-organismos nado patogénicos. S&o criados em ambientes
protegidos por barreiras sanitarias rigorosas, onde todo o material deve ser
esterilizado. Para o padrdo sanitario SPF, os animais devem ser obtidos via
cesariana (histerectomia) asséptica (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006;
MAJEROWICZ, 2008, ZOTZ; FICHER, 2018).

C) Animais Gnotobi6ticos: possuem microbiota associada definida, e devem ser
criados em ambientes providos de barreiras sanitarias absolutas, mantidos em
isoladores plasticos e obtidos pela técnica de cesariana asséptica. Estes possuem
subdivisdes de acordo com a microbiota associada, sendo Germ free (GF), animais
totalmente livres de microbiota, isto €, isento de todos os virus, bactérias;
monoxénico foram intencionalmente contaminados com uma espécie de micro-
organismo; diexénicos com duas espécies e o0s poliexénicos com trés ou mais
espéecies de micro-organismos (ZOTZ; FICHER, 2018).

Portanto, para obtermos animais de qualidade é preciso planejamento das
areas onde séo criados, com a implementacdo de um rigido controle microbiol6gico
e parasitolégico, além da criacdo de um ambiente com barreiras sanitarias
apropriadas (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006; MAJEROWICZ, 2008; LAPCHIK;
MATTARAIA; KO, 2009). Dentro do planejamento para a criacdo e manutencao

destes animais, o controle da racdo fornecida deve ter destaque, visto que a
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qualidade da mesma e deteccdo da presenca de micro-organismos S&ao
extremamente importantes a salude e a qualidade dos animais e consequentemente

aos experimentos que estes serdo expostos (REIS, 2008).

2.2 TIPOS DE FORMULACAO DE RACOES PARA ANIMAIS DE
LABORATORIO X CONTAMINACAO MICROBIANA.

A dieta de um animal de laboratério € composta por aproximadamente 50
nutrientes que sédo importantes para sua manutencéo, crescimento e reproducao.
Com base nesta necessidade foram desenvolvidas ragdes, que podem ser
formuladas de diferentes maneiras: com ingredientes naturais, purificadas ou
quimicamente definidas (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009), a caracteristica
intrinseca de cada uma delas pode interferir com a forma como os contaminantes
microbianos atuam sobre elas. As racfes feitas com ingredientes naturais sao
produzidas em moinhos comerciais e compostas por gréos de cereal, alfafa, feijao,
farinha de carne e de peixe. Sua fabricacdo é geralmente mais barata do que a
purificada e a quimicamente definida e € bem aceita pelos animais de laboratério. A
desvantagem desse método é quando dois lotes da mesma racdo apresentam
diferencas, devido a variacdes das plantas, composi¢cdo do solo, procedimentos de
colheita, condi¢cdes do tempo, métodos de moagem e fabricacédo, o que pode fazer
com que haja variacdes nos resultados experimentais (LAPCHIK; MATTARAIA; KO,
2009). Além disso, esses ingredientes naturais podem sofrer contaminacdes
microbiolégicas durante plantio, colheita, armazenamento e transporte, ou seja, a
prépria matéria prima, tanto de origem vegetal como animal, possui um alto risco de
contaminacgao (LONGO; SILVA; LANZARIN, 2010).

As ragbes purificadas utilizam somente um ingrediente para atender a cada
nutriente, elas geralmente contém uma quantidade equilibrada e padronizada de
ingredientes como por exemplo, a caseina ou proteina isolada de soja que séo
utilizadas para atender as exigéncias proteicas e o amido de milho utilizado para
atender as exigéncias de carboidrato. (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009;
WEISKIRCHEN et al., 2020) possuindo assim, menor Vvariabilidade na sua
composicao (FARIA, 2010).
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Ja as racfes quimicamente definidas possuem em sua formula ingredientes
guimicamente puros, produzidas com acucares, triglicerideos, aminoacidos, acidos
graxos, entre outros. Isso faz com que as concentra¢cdes dos ingredientes sejam
controlaveis (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009; WEISKIRCHEN et al., 2020).

Tanto a racdo purificada quanto a quimicamente definida ndo sdo muito
utilizadas, considerando o custo elevado, a baixa palatabilidade e por possuirem
menor tempo de prateleira e por serem menos estaveis que as racdes elaboradas
com ingredientes naturais (NRC, 2010). No entanto, possuem menor risco de
contaminagdo microbioldgica, ja que existe um grande controle sobre a qualidade
dos ingredientes (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009; NRC, 2010).

2.3 TIPOS DE PROCESSAMENTOS DAS RACOES X CONTAMINACAO
MICROBIANA.

Além da classificacdo baseada na formulacdo, a racdo também pode ser
dividida de acordo com o processamento durante a sua fabricagcdo, os dois
processos mais utilizados sdo: extrusdo e peletizacdo. Na peletizacdo o farelo da
racao € transformado em pequenos pellets através de um processo fisico-quimico,
aonde apos ser adicionado vapor, a racao farelada é submetida a temperatura de 40
a 95°C, umidade de 14 a 20% e pressdo de 2 Kgf/lcm2 por um curto periodo de
tempo de 9 a 24 segundos (FARIA; STABILLE, 2007). Nesse processo o alimento
fica mais compacto, facilitando o transporte, reduzindo a quantidade de particulas de
po, e ainda tornando esta mais palatavel (AMARAL, 2002). Além de ser um método
eficaz na reducdo de contaminacdo por Salmonella e outras enterobactérias
(LONGO; SILVA; LANZARIN, 2010).

J&, na racdo extrusada o seu farelo é elevado a uma compresséao hidrotérmica
que € a combinacao de tempo de 5 a 10 segundos, alta presséo de 30 a 40 Kgf/cm?,
temperatura de 120 a 200°C e umidade de 20 a 30%. As condi¢des do processo e a
qualidade do amido presente na mistura vai definir a eficiéncia da extrusdo. Durante
0 processo de extrusdo ocorre a expansao e gelatinizacdo do amido, o que leva a
reducdo na densidade e maior aeracdo do produto final. Desta maneira, as
moléculas ficam mais expostas a acdo enzimatica, ocasionando maior digestibilidade

guando comparada a racao peletizada (MOURA, 2014).
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E importante enfatizar que o tratamento térmico, que ocorre na peletizacéo e
extrusdo vem sendo utilizado para reduzir a incidéncia de fungos e bactérias em
racdes, incluindo a Salmonella spp. No entanto, este processo ndo deve ser 0 Unico
método utilizado, pois € muito dificil conseguir que uma fabrica de racbes tenha
condicOes ideais para que todos os parametros de temperatura, umidade e pressao
ocorram como € preconizado (VELDMAN et al., 1995; BRANDAO et al., 2011).

Além disso, ap0s as etapas de secagem, empacotamento e armazenamento,
a racao fica suscetivel a uma série de contaminantes, podendo haver proliferacéo de
fungos e bactérias (SILVA; DOMARESKI, 2011).

2.4 PROCESSOS DE ESTERILIZACAO DA RACAO

Com base em todas as possiveis decorréncias da contaminagédo microbiana
das rac0Oes, e por se tratar de animais de criatérios cientificos que ndo devem ser
expostos a micro-organismos provenientes de meio externo, observa-se a
necessidade da utilizacdo de processos de esterilizacdo destes alimentos, como
autoclavacdo e irradiagcdo, para que ndo haja a presenca de contaminantes
biolégicos (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

Geralmente, o processo mais comum de esterilizacéo é feito por autoclavacao
(calor umido) por vapor saturado sob pressédo a altas temperaturas; 121°C por 20
minutos ou 132°C por 3 a 5 minutos, garantindo a eliminacdo de todos os micro-
organismos através da termocoagulacao das proteinas microbianas (MORIYA, 2012;
NOGUEIRA; MIGUEL, 2013), no entanto pode haver perdas de nutrientes, pois
ocorre a desnaturacdo de proteinas e producdo de compostos toxicos, como a
acrilamida devido a alta temperatura (BARSZCZ et al., 2014; ADAMS et al., 2019).

A irradiacdo baseia-se na exposicdo do alimento a radiagdo ionizante,
utilizando fétons gama emitidos por radiois6topos de cobalto 60. E um processo
bem mais caro do que a autoclavacgéo, pois envolve equipamentos de alta tecnologia
(LUCA; REICHMANN; GONCALVES, 2009). Este método de esterilizacdo ndo é
eficaz quando a carga infectante inicial do produto for muito alta, mesmo quando
utilizado doses altas como 50 kGy que é o maximo permitido pela FDA (ADAMS et
al., 2019). No entanto ndo gera a desnaturacdo de protéinas, mantendo o valor

nutricional do alimento, jA que provoca a quebra da molécula de DNA dos micro-
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organismos, causando a sua morte (REIS, 2008; (LUCA; REICHMANN;
GONCALVES, 2009), mas pode haver perdas de vitaminas quanto utilizado doses
muitos altas de cobalto 60 (WEISKIRCHEN et al., 2020).

Segundo kick (2020) o padrédo ouro para esterilizacdo € a autoclavacao, pois
oferece validacdo e analise internas, garantindo assim que o produto esteja estéril,
enquanto que a irradiacdo ocorre em uma instalacdo externa e o fabricante néo
garante a esterilidade do produto e segundo Adams et al. (2019) o processo de
irradiacéo nao esterilizou ra¢des que tinham uma carga alta de parvovirus murino
sendo que a autoclavacédo foi eficaz no processo de esterilizacdo destas racoes

contaminadas com parvovirus murino.

2.5 CONTAMINACAO DA RACAO X LEGISLACAO

Segundo a resolucdo normativa n° 33 de 18 de novembro de 2016 a racao
mais usual nos centros de criacdo e experimentacdo animal no Brasil € a de
ingredientes naturais (BRASIL, 2016), esta é mais utilizada por ser mais barata e
bem aceita pelos roedores (MOURA, 2016). Geralmente a férmula nutricional de
uma racdo comercial para roedores com ingredientes naturais € a mesma, ho
entanto, as matérias-primas e a composicdo alimentar podem variar devido ao seu
preco (MOURA, 2014).

As racbes produzidas com ingrediente naturais podem sofrer com
contaminagdes devido ao plantio, colheita, armazenamento, transporte, manuseio e
por exposicao a algum tipo de contaminante (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009;
LONGO; SILVA; LANZARIN, 2010), fazendo com gue haja comprometimento da sua
qualidade higiénico-sanitaria (GIRIO et al., 2012). Ao considerar também a
existéncia de ingredientes de origem animal, observa-se que a propria matéria prima
apresenta alto risco (LONGO, 2010). Um exemplo é a farinha de carne, que pelas
suas proprias caracteristicas é mais passivel de sofrer processos de deterioracao,
tornando-se assim o meio ideal para proliferacdo de diversos micro-organismos
patogénicos. Portanto, a ingestdo de ragbes contaminadas pode causar serios
problemas para a saude dos animais que os ingerem (FILHO et al., 2011).

Segundo Longo (2010), a presenca na racdo de bactérias, mesmo nao
patogénicas (que ndo provocam sintomas clinicos), pode afetar de alguma forma os

animais, pois poderdao competir com a microbiota normal, inibindo a absor¢do de
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nutrientes devido a ligacdo nas microvilosidades intestinais, reduzindo a area de
superficie de absorcdo de nutrientes, além disso, podem induzir uma resposta
imunolégica ou mesmo converter aminoacidos em aminas biogénicas.

A verificacdo da contaminacdo microbiol6gica da racdo pode ser realizada
através da constatacdo da presenca de micro-organismos indicadores e pode
oferecer elementos que indiguem a contaminacdo de origem fecal, deterioracdo do
alimento, provavel presenca de patdgenos, a ndo conformidade das condi¢bes
sanitarias do processamento do alimento ou armazenamento e até mesmo sugerir
que tempo de utilizacao estava inadequado (FILHO et al., 2011).

Pesquisas realizadas em induastrias de racdo da Unido Europeia, indicam a
Salmonella spp. como um dos principais micro-organismos contaminantes de ragoes
de importancia clinica veterinaria, o que torna essa bactéria um alvo muito
importante na determinacdo da qualidade das racfes para animais (CARDOZO,
2011). Ja a presenca de coliformes fecais estd associada ao armazenamento e a
falta de higiene durante a manipulacdo (GIRIO, 2007).

O Ministério da Agricultura através da Instrugdo Normativa n° 34, de 28 de
maio de 2008 (BRASIL, 2008), define os procedimentos basicos para fabricacao de
farinhas e produtos gordurosos destinados a alimentacdo animal e regulamenta a
Inspecdo Higiénico Sanitaria e Tecnologica do Processamento de Residuos de
Origem Animal, estabelecendo que devem estar previstas andlises periddicas para
garantir a auséncia de Salmonella spp. em 25g do produto acabado.

Segundo a Agéncia nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a deteccao de
toxinas ou micro-organismos patogénicos, representa ndo soO risco a saude do
consumidor, mas indica que o alimento esta em péssimas condi¢cdes sanitarias. No
caso dos alimentos para animais, 0s principais micro-organismos indicadores da
qgualidade higiénico-sanitaria, pertencem ao grupo dos coliformes termotolerantes e
Salmonella spp. (SANTOS et al., 2000).

Americano (2016) estudando a legislacdo vigente, afirma que nao existem
parametros microbiologicos para coliformes totais, somente para os termotolerantes,
ja que sdo considerados melhores indicadores de contaminacdo fecal, pois o
principal micro-organismo deste grupo € a Escherichia coli. De acordo com Neto
(2016), a pesquisa de E. coli fornece informagbes sobre as condigbes higiénico
sanitarias de um produto, sendo a melhor indicacdo da eventual presenca de

enteropatdgenos.
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Em relacdo a presenca de fungos, a legislacdo brasileira ndo estabelece
limites para a quantificacdo destes em alimentos para consumo humano e animal
(BERNARDI; NASCIMENTO, 2005; AMERICANO, 2016), contudo a presenca destes
micro-organismos sugere contaminagdo ambiental e do alimento. Seu
desenvolvimento pode ser favorecido por umidade e temperatura inadequadas,
podendo gerar a producdo de metabdlitos toxicos, como as micotoxinas
(BERNARDI; NASCIMENTO, 2005; FRANCA et al., 2011).

Além disso, como a maior parte das bactérias de interesse médico veterinario
e agronomo sao mesofilas, que crescem em temperaturas compreendidas entre 28 e
37°C, a contagem destas bactérias € o método mais utilizado para quantifica-las em
alimentos. Apesar desta técnica ndo diferenciar as espécies bacterianas, ela pode
servir como um indicador geral desta populacao (SILVA; DOMARESKI, 2011), j4 que
a quantidade desses micro-organismos nos alimentos ira sugerir a sua qualidade,
mostrando assim, se 0S processos industriais, temperatura, transporte e
armazenamento estdo sendo realizados de forma correta (SILVA, 2002). Apesar da
importadncia desta avaliagdo, no Brasil ndo existe padrdo microbiol6gico para
mesodfilos em alimentos (BERNARDI; NASCIMENTO, 2005; AMERICANO, 2016;
NETO, 2016.).

No Brasil o 6rgao responsavel pela regulamentacéo e fiscalizacao de produtos
destinados a alimentagdo animal é o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) que formula, executa e fiscaliza as politicas para garantir a
seguranca destes alimentos (AMERICANO, 2016). Seguindo essa linha, no que se
refere as Boas Préticas de fabricacdo (BPF) e condi¢cBes higiénico-sanitaria, todo
estabelecimento que trabalhe com nutricho animal deve seguir as normas
estabelecidas pela instrugdo Normativa do MAPA n° 04/2007 (BRASIL, 2007).

Através da instrucdo normativa n° 30, de 26 de junho de 2018 o MAPA define
um manual para as analises quimicas e microbiol6gicas de Alimentos de origem
animal (BRASIL, 2018b). No entanto, o referido manual ndo faz mencgao aos limites
de micro-organismos nos alimentos destinados aos animais. Da mesma forma, a
RDC 12 de 2001, que é o regulamento técnico sobre padrées microbiolégicos para
alimentos (BRASIL, 2001), também ndo cita as ragfes para animais. Segundo
Americano (2016) em nosso pais ndo ha legislacdo especifica que estabeleca

padrdes microbiologicos para racdo animal.
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2.6 MICRO-ORGANISMOS INDICADORES DE CONTAMINACAO
EM RACOES.

Os micro-organismos indicadores séo utilizados para demonstrar a qualidade
higiénico-sanitaria dos alimentos, podendo apontar falhas durante o processamento,
producdo ou armazenamento, além de indicar a ocorréncia de contaminacdo de
origem fecal, possivel presenca de patégenos e deterioracdo do alimento
(FERREIRA; LIMA; COELHO, 2014).

Apesar da maior parte dos alimentos estarem sujeitos as varias fontes de
contaminagdo por micro-organismo, 0s niveis de contaminacdo e manutencdo da
microbiota em um numero aceitavel, pela legislacao vigente, pode ser mantida por
meio de manuseio adequado, conhecimento e emprego de fatores que influenciam o
crescimento de micro-organismos em alimentos, dentre outras agbes (SOUZA,
2006). Segundo Girio (2007) e Americano (2016) os micro-organismos que indicam a
qualidade higiénico-sanitaria de racfes sdo: Mesofilos totais, bolores, leveduras,
coliformes totais e termotolerantes e pesquisa de Salmonella spp. A seguir a

descri¢cdo de cada um desses micro-organismos:
» Mesofilos

As bactérias mesdfilas crescem em temperaturas variadas, todavia seu ideal
fica em torno de 30-45°C. E um grupo de grande importancia no que se refere a
qualidade dos alimentos, especialmente os de origem animal, pois o indice de
contagem de mesdfilos pode ser bastante alto quando o alimento é mantido em
temperatura ambiente (FERREIRA; LIMA; COELHO, 2014). Com base nisso, uma
grande deteccdo de mesodfilos em um alimento serve como indicacdo de
contaminacdo da matéria-prima ou falha no processamento durante a producédo ou
armazenamento, indicando péssimas condi¢des higiénico-sanitarias (AMERICANO,
2016). Alem disso, quando ha4 uma alta contagem destas bactérias no alimento,
ocorre a sua deterioragdo, diminuindo assim o seu tempo de armazenamento e
causando também riscos a saude de quem os consomem (BERNARDI;
NASCIMENTO, 2005).
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> Bolores e leveduras

Os fungos sdo microrganismos eucariotos, heterotroficos que se dividem em
bolores e leveduras (FERREIRA; LIMA; COELHO, 2014). Os bolores sé&o os fungos
filamentosos, multicelulares que podem estar presentes no solo, ar, agua e em
matéria-organica em decomposicao. As leveduras sédo fungos nao filamentosos que
na maioria das vezes sdo disseminados por insetos, vetores e pelo vento (SILVA,
2002). Sendo assim, os fungos tém uma grande dispersdo no ambiente. Sua
proliferacdo € facilitada por serem tolerantes a fatores extremos que limitam o
desenvolvimento bacteriano, como baixos valores de PH e temperatura (FERREIRA,;
LIMA; COELHO, 2014).

Quando estdo em uma contagem elevada nos alimentos podem fornecer
informacBes como: contaminacdo excessiva ha matéria-prima, péssimas condi¢cdes
higiénico-sanitarias, falhas no processamento e/ou estocagem (SILVA, 2002). Além
disso, podem causar toxicidade alimentar, visto que determinadas espécies, em
condicbes de armazenamento e conservacao deficientes, produzem micotoxinas na
superficie dos alimentos (MOURA et al., 2014).

Os fungos que produzem micotoxinas de importancia veterinaria utilizam uma
variedade de substratos como o0s grdos e seus subprodutos que estdo entre os
ingredientes utilizados na fabricacdo de ragfes. Essas micotoxinas vao apresentar
diferentes “6rgéos-alvo”, como aparelho reprodutor, rins, figado, aparelho digestério
e sistema nervoso central, além de afetarem o sistema imune e coagulacdo
sanguinea (FRANCA, et al., 2011).

Os principais fungos toxigénicos pertencem aos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium. Estes sdo anemofilos e podem facilmente colonizar a racédo
principalmente quando a umidade e a temperatura forem favoraveis (GIRIO, 2007;
HILLMANN et al., 2015).

Segundo Bernardi e Nascimento (2005) quando as racbes estdo
contaminadas com fungos toxigénicos, podem ocasionar sérios riscos a saude dos

animais e também a do manipulador.
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> Coliformes Totais e Termotolerantes.

Os coliformes totais e termotolerantes sdo micro-organismos considerados
indicadores das condi¢cdes higiénico-sanitdrias da &agua e alimentos. S&o o0s
indicadores de contaminacdo fecal mais utilizados, sendo empregados a mais de
cem anos, como parametro bacteriano na avaliacdo da qualidade de aguas e
alimentos contaminados (SOUSA, 2006).

Essas bactérias pertencem a familia Enterobacteriaceae, sdo bastonetes
Gram-negativos, aerobios ou anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos,
oxidase-negativos e apresentam a capacidade de fermentar a lactose com producao
de gas, dentro de 24 a 48 horas a 35°C (BRASIL, 2013b). Os coliformes totais
podem ser encontrados no trato gastrointestinal do homem e de outros animais
homeotérmicos, no solo, 4gua e vegetais (ALVES; ATAIDE; SILVA, 2018).

Ja as bactérias termotolerantes ou fecais sdo aquelas pertencentes ao grupo
dos coliformes totais que apresentam a capacidade de fermentar a lactose com
producdo de gas quando incubadas por 24 horas, com temperatura entre 44,5 e
45,5°C, (AMERICANO, 2016). Nesse grupo estédo presentes 0s géneros Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, no entanto, alguns pesquisadores consideram
0s géneros Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella provenientes de outras origens que
ndo a fecal. Em contrapartida, a E. coli, por ter seu habitat primario no trato
gastrintestinal, é considerada a principal indicadora de contaminacdo fecal em
alimentos (MOURA et al., 2014).

» Salmonella spp.

A Salmonella é uma bactéria que pertence a familia Enterobacteriaceae, sédo
bastonetes Gram-negativos, ndo fermentadores de lactose e sacarose, anaerdbios
facultativos moveis e flagelados. Essa bactéria tem um crescimento 6timo na faixa
de 35 a 37°C e pH 6,5 a 7,5, podendo sobreviver ao congelamento e a desidratacéo
por longos periodos na matéria organica (VASCONCELLOS; HAMATY;
NASCIMENTO, 2014).

O género Salmonella é dividido em duas espécies, S.bongori e S.enterica. A
Salmonella entérica é dividida em varias subespécies e sorotipos importantes com

base na composicdo antigénica com relacdo aos antigenos somaticos, capsulares e
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flagelares. Com base na nomenclatura atual, os nomes dos sorotipos de Salmonella
entérica da subespécie entérica ndo sado mais escritos em italico e aparecem com a
primeira letra mailscula (ex.: Salmonella Typhi) (NOGUEIRA; MIGUEL, 2013).
Existem cerca de 2.500 sorotipos de Salmonella identificados, sendo S. Typhimurium
seguido pela S. Enteritidis, os principais sorotipos encontrados nos alimentos
(VASCONCELLOS; HAMATY; NASCIMENTO, 2014).

A salmonelose é uma zoonose de grande importancia para a saude publica,
geralmente € a causa primaria de surtos por intoxicacdo alimentar em varios paises
do mundo (MOURA et al., 2014; MENDONCA, 2016), tendo uma ampla distribuicéo
entre 0s animais, que mesmo assintomaticos podem eliminar a bactéria através de
suas fezes, contaminando direta ou indiretamente, alimentos de origem animal e
vegetal (VASCONCELLOS; HAMATY; NASCIMENTO, 2014).

As farinhas de carne e ossos utilizadas na fabricacdo da racdo sédo as
principais fontes de contaminacgao por esse patdogeno. E mesmo apdés a peletizacéo
a racdo pode ser contaminada por Salmonella quando armazenada de forma
inadequada ou for exposta ao contato com vetores como ratos, formigas e baratas,
gue podem disseminar esta bactéria (AMERICANO, 2016). Além disso, esta bactéria
pode estar presente em equipamentos da linha de producdo, podendo formar
biofilmes, o que dificulta a acdo dos desinfetantes e favorece a sua permanéncia e
desenvolvimento nas fabricas de racdo (VESTBY, 2010).

Segundo Fagundes e Ferreira (2018), uma vez instalada, a Salmonella spp.
pode permanecer por até dois anos em racdes armazenadas em temperatura
ambiente. De acordo com o0s autores, 0s principais meios para a sua reducdo e
eliminagcdo em ragbes, sdo embasados no monitoramento e controle da
contaminacdo dos ingredientes, tratamento quimico dos equipamentos, locais de

armazenamento e tratamento térmico das racgdes.

2.7 CORANTE ALIMENTICIO

Corantes sao aditivos alimentares definidos como toda substancia que
confere, intensifica ou restaura a cor de um alimento (BRASIL,1977). Os corantes
séo utilizados em alimentos devido a uniformidade da cor, alto poder tintorial,

isencdo de contaminacdo microbiologica e producédo relativamente barata
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(CONSTANT; STRINGHETA; SANDI, 2002). E como a cor esta associada a varios
aspectos da vida ela vai influenciar bastante nas escolhas do dia-a-dia, incluindo
aguelas que envolvem os alimentos (OLIVEIRA, et al. 2010). Portanto a qualidade
dos alimentos ndo vai depender somente de suas caracteristicas microbiologicas,
mas também da cor, sabor, textura e valor nutritivo (ANTONIO, 2014).

Além disso, de acordo com Boley (1980 apud ANTONIO, 2014) a aparéncia
dos produtos naturais ou processados é de extrema importancia para a industria de
alimentos. Por isso, desde a descoberta dos corantes sintéticos nos séculos XVIII e
XIX, o interesse por corantes artificiais pela industria alimenticia vem aumentando, ja
gue esses corantes podem ser utilizados para mascarar aparéncia de produtos de
ma qualidade. Atualmente vem sendo utilizado pela industria alimenticia cerca de
750-800 mil toneladas de corantes sintéticos por ano, destes quase 26 mil séo
consumidos no Brasil (RESENDE, 2015).

Os corantes sintéticos sdo mais utilizados que os naturais, pois sdo mais
estaveis, tem maior durabilidade e proporcionam cores mais intensas (ANTONIO,
2014). Esses corantes fazem com que o alimento apresente maior uniformidade,
diminuindo variacfes de cor entre diferentes lotes, devolvendo a cor que foi perdida
durante o processamento ou armazenamento, além de corar alimentos incolores,
tornando-os mais atrativos para o consumo (MOTA, 2016). S&o definidos como
substancias intensamente coloridas que ao serem aplicadas em algum material
conferem cor (RESENDE, 2015).

De acordo com a resolucdo 44/77 da Comissdo Nacional de Normas e
Padrbes para Alimentos (CNNPA) do Ministério da Saude, os corantes podem ser
classificados em orgéanicos e inorganicos. Os organicos possuem origem vegetal e
eventualmente animal. Estes podem ser adquiridos diretamente da matéria prima ou
mediante ao emprego de processo tecnolégico adequado. Ja o0s corantes
inorganicos séo aqueles obtidos a partir de substancias minerais e submetido a
processos de construcdo e purificacdo adequados a seu emprego nos alimentos
(BRASIL, 1977).

Por colorir os alimentos tornando-os mais atrativos e apetitosos os corantes
vém sendo utilizados ha séculos, apesar de diferentes opinibes quanto a sua
inocuidade. Com base nessa divergéncia, 0 seu uso somente € considerado
inofensivo a saude quando respeitados os parametros estabelecidos pela ANVISA

(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), que determina segundo a resolugdo n°
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387 de 05/08/1999 a ingestéao diaria aceitavel (IDA) e os limites maximos de cada
corante permitidos (BRASIL, 1999) (quadro 1), no entanto esses valores podem
sofrer alteracdes dependendo dos resultados de estudos toxicologico (ANTONIO,
2014).

Com base no uso ja consagrado de alguns corantes pela industria alimenticia,
pensamos em pesquisar também seu possivel uso na marcacdo de alimentos dos
animais de laboratorio, para facilitar o controle de sua qualidade em funcdo do
tempo, e outros parametros, o que era impossivel de realizar sem uma marcacgao
realizada diretamente no alimento, por algo que nao interferisse em sua qualidade e

caracteristicas.

Quadro 3: Ingestao diaria aceitavel (IDA) e limites maximos de corantes artificiais.

Nome Cor IDA (mg/Kg Limite maximo
de p}eso (mg/100g)
corpoéreo)
Amaranto Magenta 0,50 10,0
Amarelo crepusculo Laranja 2,50 10,0
Azorrubina Vermelho 4,00 5,00
Azul brilhante Azul turqueza 10,0 30,0
Azul patentev Azul 15,0 30,0
Eritrosina Pink 0,10 5,00
Indigotina Azul royal 5,00 30,0
Ponceau 4R Cereja 4,00 10,0
Verde Réapido Verde mar 10,0 30,0
Vermelho 40 Vermelho alaranjado 7,00 30,0
Tartrazina Amarelo liméo 7,50 30,0

Fonte: Adaptado: Oliveira et al., 2010
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3 JUSTIFICATIVA

JA que ndo ha legislacdo especifica para o controle de qualidade
microbiolégico da racdo de animais de laboratorio e a racdo oferecida pode vir a
apresentar micro-organismos que prejudicam ndo s6 a saude dos animais, mas
também os resultados experimentais das pesquisas que os utilizam, € necesséria a
verificacdo da qualidade higiénico-sanitaria deste alimento, para verificar se o
transporte, temperatura, armazenamento, ambiente, manuseio e tempo de
disponibilizacdo nas gaiolas estdo alterando a sua esterilidade, bem como sugerir
solugdes nos casos em que ocorre essa alteracao.

Além disso, a linhagem C57BL/6, escolhida para dar suporte a esse estudo &
uma das linhagens de camundongos mais utilizadas no INCA, o que proporcionara a
aplicacao dos resultados obtidos nesta pesquisa, dentro da unidade onde trabalho,
justificando mais ainda minha liberacdo e insercdo no mestrado profissional em

Ciéncia em Animais de Laborat6rio do ICTB/Fiocruz.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Verificar a qualidade microbiolégica de ragfes irradiadas ou autoclavadas, e em
quanto tempo que estas perdem a qualidade higiénico-sanitaria quando oferecidas

ad libitum para camundongos da linhagem C57BL/6.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar se a marcagcdo das racbes com corantes alimenticios do tipo
rosanilinas altera a palatabilidade, influenciando na aceitagéo dos diferentes pellets
ofertados aos animais estudados.

b) Verificar in vitro se os corantes utilizados influenciam no crescimento
bacteriano de cepas padrao.

c) Evidenciar nas amostras de racao a presenca de indicadores de condicéo
higiénico-sanitaria, como micro-organismos mesofilos totais, coliformes totais,
termotolerantes, bolores, leveduras e patogénicos como Salmonella spp.

d) Observar, no decorrer do experimento, se havera diferenca na perda da
qualidade higiénico-sanitaria entre as racdes (irradiada ou autoclavada).

e) Avaliar se as bactérias detectadas nas racdes disponibilizadas estao

presentes também nos comedouros e na cavidade oral dos animais.
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5 MATERIAL E METODO
51 RACAO

As ragOes utilizadas em nossa pesquisa foram racdes industrializadas
produzidas com ingredientes naturais em forma de pellet e esterilizadas por meio de
processos como irradiacao e autoclavacao.

A racao irradiada utilizada foi a que estava disponivel no INCA. Essa racéo foi
esterilizada pela Companhia Brasileira de Esterilizagdo, seguindo a dose de
irradiagao de 10 kGy raios gama (LUCA; REICHMANN; GONCALVES, 2009).

A racdo autoclavavel utilizada foi autoclavada no campus da Fiocruz
Manguinhos, por 121°C por 20 minutos na autoclave da marca Getinge, modelo:
PACS 2000 no Laboratério de Experimentacdo Animal - LAEAN/Bio-manguinhos/
FIOCRUZ. O saco de 10 Kg de racéao estéril foi lacrado, e posteriormente colocado
dentro de um isopor higienizado e transportado para o INCA. Esse procedimento foi
realizado neste laboratorio, pois a autoclave do INCA néo € validada para esterilizar

racao e o LAEAN possui autoclave validada para esse fim (anexo b).
5.2 ANIMAIS UTILIZADOS

Os camundongos da linhagem C57BL/6 foram escolhidos para esse estudo,
por ser a linhagem isogénica mais utilizada em pesquisas biomédicas, sendo
utilizada em pesquisas de oncologia, imunologia, doenca metabdlica, dependéncia e
toxicologia (TACONIC, 2020). Essa linhagem foi criada nos EUA, pelo fundador do
Laboratério Jackson nas décadas de 1920-1930 e foi a primeira linhagem a ter seu
genoma sequenciado. Embora essa linhagem seja refrataria a alguns tumores,
possui um background que permite a expressao da maioria das mutacdes, sendo
muito utilizada como base genética para modelos de camundongos transgénicos
(THE JACKSON LABORATORY, 2018).

Por ser uma linhagem consanguinea apresenta um alto grau de uniformidade
em suas caracteristicas herdadas, como em sua aparéncia, comportamento e
respostas a tratamentos experimentais (CHARLES RIVER, 2020). Logo, devidos

essas suas caracteristicas, € uma das linhagens mais utilizadas no INCA, pois a
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maioria das pesquisas nessa instituicdo sao realizadas com animais transgénicos ou
com a linhagem C57BL/6.

5.3 ALOJAMENTO E MANUTENCAO ANIMAL

Os animais foram mantidos no Laboratério de Recursos Animais do INCA na
area de criacdo animal, onde foi realizado todo o experimento, sendo divididos em
grupos de 5 animais por gaiola.

As gaiolas utilizadas sdo mini-isoladores em polisulfona (32 x 20 x 21 cm) com
aramado em aco inoxidavel e tampa com filtro. Os mini-isoladores foram colocados
em rack ventilados possuindo dupla filtragem com pré-filtro e filtro absoluto (HEPA).
No aramado foi colocado &gua e racdo fornecida ad libitum durante todo
experimento, sendo utilizada maravalha de Pinnus elliottii como cama (LAPCHIK;
MATTARAIA; KO, 2009), todo o material foi esterilizado por autoclavagéo por 121°C
durante 20 minutos, exceto a ragao irradiada.

Os animais foram mantidos no biotério com temperatura de conforto de 20 a
26°C e umidade de 40 a 60% e com ciclo de iluminacdo de 12/12 horas
(claro/escuro) seguindo as recomendacfes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (BRASIL, 2013).

A agua e as gaiolas foram trocadas uma vez por semana durante a
manutencao desses animais, N0 momento em que as novas racdes marcadas foram

adicionadas por cima da racdo remanescente.
5.4 DESCRICAO DOS ENSAIOS
5.4.1 Teste de palatabilidade da racéo colorizada

Para determinar o tempo de exposicdo das ragbes nos comedouros das
gaiolas de camundongo foram utilizados corantes alimenticios que possuem como
base corantes organicos e alcool etilico neutro da marca Arcélor (Arcélor S.A., Séo
Paulo, Brasil), com diferentes cores (amarelo, vermelho e azul) para marcar as
racdes. Segundo o fabricante a quantidade de corante utilizado no alimento deve ser
uma parte por mil, ou seja, 1mL/1000g, no entanto essa quantidade pode ser

alterada de acordo com a tonalidade desejada. Portanto, para atingir a cor desejada



36

utilizamos aproximadamente de 0,03 mL a 0,05 mL do corante para cada pellet de
racdo, pois cada pellet utilizado no experimento pesava entre 3 e 5g. Segundo
Lapchik, Mattaraia e Ko (2009) o consumo diario de racdo para um camundongo
adulto é de 4-5g/dia, sendo assim a quantidade de corante consumida pelos animais
esta de acordo com a legislacédo vigente (quadro 1).

Além do tempo de exposicao da racdo no comedouro, foi verificado se a racéo
marcada permaneceu palatavel e se houve preferéncia entre a racdo normal e a
marcada e entre as diferentes cores

O saco de 5kg contendo racédo irradiada foi aberto em médulo de troca
(estacOes de transferéncia de animais, onde o fluxo de ar é filtrado por filtro HEPA) e
com o auxilio de um pincel estéril, marcou-se todo o pellet com o corante comestivel
que foi esterilizado por filtracao, utilizando um filtro com membrana de 0,22 pum.

Na primeira gaiola foram marcados seis pellets com corante azul, seis pellets
com o corante vermelho e seis pellets com corante amarelo que foram misturados a
seis pellets de racdo sem marcacédo. Na segunda e terceira gaiolas pellets foram
alocados como na gaiola 1 (figura 1), os pellets secaram naturalmente dentro da
cabine de seguranca biologica. O consumo das racdes foi verificado trés vezes na
semana (segunda, quarta e sexta), onde verificou-se a quantidade de pellets
existentes em cada gaiola. Foram utilizados 15 camundongos da linhagem C57BL/6
divididos em trés gaiolas, ficando cinco animais por gaiola, formando assim trés

grupos.

Figura 1: Racdo marcada com corante alimenticio azul, amarelo e vermelho e sem

marcacao.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

5.4.2 Avaliagao preliminar da atividade antimicrobiana do corante

Antes de iniciar os experimentos com os animais foi realizada a avaliacao da
inocuidade dos corantes alimenticios liquidos da marca Arcolor frente as bactérias
padrdo ATCC. Nesse teste cada corante alimenticio (azul, vermelho e amarelo), foi
misturado em duplicata em placas de Petri preparadas com meio de cultura agar
Mueller-Hinton esterilizado por autoclavacgao.

Para cada teste, duas placas foram vertidas e homogeneizadas com 18 mL do
meio ainda liquido (aproximadamente 50°C) e 2 mL do corante previamente filtrado
com filtro estéril de 0,22 pm.

Foram ainda adicionados em separado 20 mL de meio agar Mueller- Hinton
sem corante em trés placas de Petri, duas para realizacao de controle positivo e uma
para controle negativo, onde acrescentou-se o antimicrobiano ciprofloxacino (0,01
mg/mL) ao meio ainda liquido (aproximadamente 50°C).

Quando os meios solidificaram, as placas foram colocadas dentro de estufa
bacteriol6gica a +36°C por 48h para teste de esterilidade (NOGUEIRA; MIGUEL,
2013). ApoOs esse periodo, as bactérias ATCC (American Type Culture Colection) E.
coli | (25922), E. coli Il (35218), Staphylococcus epidermidis (12228),
Staphylococcus aureus (29213), Enterococcus faecalis (29212), Streptococcus
agalactiae (13813), pertencentes ao LabMicro do DCB (ENSP/Fiocruz), previamente
crescidas em caldo Mueller-Hinton até uma turvacéo correspondente ao tubo 0,5 da
escala de McFarland, foram semeadas na superficie de todas as placas, na forma de
spot de 10 microlitros. As placas semeadas foram entdo novamente incubadas em
estufa bacterioldgica a £36°C por 24/48h (NOGUEIRA; MIGUEL, 2013).

Para esse teste foi utilizado um total de nove placas de agar Mueller- Hinton,
duas sem corante (controle positivo), uma com o antimicrobiano de amplo espectro
ciprofloxacino (0,01 mg/mL) (para controle negativo), e seis com adi¢cdo de corantes
(uma duplicata para cada teste com cada corante) (figura 2). Esse experimento foi
realizado no Laboratorio de Microbiologia do Departamento Ciéncias Biologicas
(DCB) da Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca (ENSP- Fiocruz).
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Figura 2: Placas com corante alimenticio incorporado ao meio de cultura agar Mueller-

Hinton e placas somente com o meio de cultura.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

5.4.3 Teste de esterilidade e marcacgéo das ragdes.

O teste de esterilidade tanto da racédo autoclavada como da irradiada, foi
realizado dentro de cabine de seguranca bioldgica classe Il e consistiu em testes de
contagem de mesofilos, bolores e leveduras, seguindo as recomendagfes da Anvisa
(2010) descritas nos itens 5.5.3 e 5.5.8.

Esta avaliacdo da esterilidade foi realizada no Laboratério de Microbiologia do
Departamento Ciéncias Biolégicas (DCB) da Escola Nacional de Saude Publica
Sergio Arouca (ENSP- FIOCRUZ) no campus da Fiocruz Manguinhos.

Apés uma semana de utilizacdo das ragdes, foi realizada uma nova analise
para verificar se 0 manuseio e estocagem, apds abertura das embalagens, néo
alterou seu contetdo microbiolégico. E importante destacar que depois de abertas,
as mesmas foram lacradas com fita crepe e ficaram armazenadas dentro do modulo
de troca (estacOes de transferéncia de animais, onde o fluxo de ar é filtrado por filtro
HEPA).
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5.4.4 Marcacdao das racoes.

Depois de verificado a inocuidade dos corantes e se os procedimentos de
esterilizacdo da racdo irradiada ou autoclavada eram eficazes, foi iniciado o
experimento principal. Nesta pesquisa, 0s sacos com as racdes (autoclavada ou
irradiada), que foram previamente utilizadas no teste de esterilidade uma semana
antes do inicio do experimento, foram abertos nos moédulos de troca e os pellets
separados e marcados utilizando um pincel estéril (autoclavado) com corante
comestivel tipo anilina, que foi previamente esterilizado por filtracdo, utilizando um
filtro com membrana de 0,22 pm.

Este experimento foi realizado em duas semanas, sendo que na primeira
semana foi colocado 220g de racéo (autoclavada e irradiada) no comedouro de cada
gaiola dos camundongos. Estas rac6es foram marcadas com corante comestivel tipo
anilina na cor azul e, ap6s uma semana de permanéncia dessa racdo no comedouro,
foram retiradas amostras para a realizacdo das andlises microbiolégicas (figura 3)
para verificar a presengca de micro-organismos indicadores, como mesdfilos totais,
coliformes totais, termotolerantes, bolores, leveduras e patogénicos como Salmonela
spp.. As amostras contendo 25g desta racdo foram retiradas assepticamente para
analise de Salmonela spp. e 10g para as outras analises. As andlises foram
realizadas no Laborat6rio de andlise microbiolégica de alimentos e agua, do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS - Fiocruz), seguindo as
determinacdes da Anvisa (2010), de Feng e colaboradores (2018) e de Andrews e
colaboradores (2018).

Apés a retirada das amostras para as primeiras analises, foram acrescidos ao
comedouro, sobre as ragbes azuis remanescentes, 110g de racdo coradas em
vermelho (figura 3). Decorrido mais uma semana, foram realizadas as andlises
microbiolégicas dos pellets corados em azul que permaneceram duas semanas no
comedouro, seguindo o mesmo protocolo do procedimento anterior, ou seja, retirou-
se 259 para a pesquisa de Salmonela spp. e 10g para as outras analises (figura 3). .

Esse procedimento mimetiza o procedimento padrdo de acrescentar novos
pellets semanalmente nos comedouros por cima dos pellets antigos sem a retirada
do alimento remanescente. E atravées da racdo marcada serad possivel a

diferenciacao entre as racgdes iniciais e as subsequentes, permitindo comparar a sua
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qualidade/tempo de exposicdo. Assim, é possivel verificar o tempo que a racéo
permanece no comedouro sem haver contaminacao.

Nesse experimento utilizamos 40 animais da linhagem C57BL/6 que foram
baseados nos trabalhos de Reis (2008), RDC n° 12 da Anvisa (BRASIL, 2001) e
Clarke et al. (1977). Sendo 20 animais (10 machos e 10 fémeas) para racédo
irradiada e 20 animais (10 machos e 10 fémeas) para racédo autoclavada, onde em

cada gaiola foram colocados 5 animais, formando assim 4 grupos por ragao.

Figura 3: Esquema das analises microbioldgicas das racdes marcadas com corantes

comestiveis

1 semana ‘ -
+
—
25¢ (andlise de Salmonella spp.) e

rgéo 10g ( outras anilises) T

T ooong ~
27 semana (Y |

/‘4.. o

25¢ (andlise de Salmonella spp.) e
10g ( outras analises) Analise microbioldgica

ragdo

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

5.4.5 Coleta de material da cavidade oral dos camundongos

Ao final das andlises das racdes (autoclavada e irradiada), foi realizada a
coleta com swab estéril do material da cavidade oral de oito camundongos, conforme
recomendado por Reis (2008), que em seu estudo utilizou quatro camundongos por
grupo de racdo para realizacdo das andlises microbiolégicas, sendo assim,
utilizamos quatro camundongos de cada grupo das duas racbes: quatro
camundongos da racdo autoclavada e quatro camundongos da racéo irradiada que

foram escolhidos de forma aleat6ria dentro do grupo. Os animais foram contidos
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segurando-se a pele da regido dorso-cervical, entre os dedos indicadores e polegar,
fixando sua cauda entre os outros dedos e a palma da mao, limitando assim 0s seus
movimentos para que o swab pudesse ser passado em toda cavidade oral (figura 4)
(YAMAMOTO; GACEK, 2012). O swab estéril foi aberto pela parte superior do
pacote do lado oposto ao algodéo, para evitar sua contaminacéo e, apos a coleta do
material, foi introduzido de forma asséptica em tubos contendo meio de transporte
Stuart (NOGUEIRA; MIGUEL, 2013) e encaminhado para o Laboratério de
Microbiologia do Departamento Ciéncias Biolégicas (DCB) da Escola Nacional de
Saude Publica Sergio Arouca (ENSP- FIOCRUZ), para andlise da microbiota da
cavidade oral dos animais.

Os resultados das analises microbioldgicas dos animais foram entdo
comparados com o resultado do monitoramento sanitario da coldnia de criagdo do
Inca (Anexo c). Este é realizado trimestralmente segundo recomendacdes da Felasa,
a partir de amostras retiradas de O6rgdos genitais, mucosa, intestino grosso
nasofaringe e traqueia (FELASA, 2014).

Figura 4: Swab da cavidade oral do camundongo (linhagem C57BL/6).

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
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5.4.6 Coleta de material dos comedouros

Para a coleta de material dos comedouros foi utilizado um swab estéril, que foi
aberto pela parte superior do pacote do lado oposto ao algodao para evitar sua
contaminagdo, como descrito no item anterior, porém para esse procedimento a
extremidade com algodao foi umedecida no diluente (0,95 ml de salina esteéril)
(MARTINS; BARTH, 2013). Em seguida, foi realizada a coleta com o swab na
superficie do comedouro (figura 5), realizando-se movimentos da esquerda para a
direita e posteriormente de baixo para a cima, rodando continuamente o swab, para
gque toda a sua superficie que contém o algodéo entre em contato com a amostra
(SILVA, 2013). Ap6s a coleta do material, os swabs foram introduzidos de forma
asséptica no meio de transporte Stuart (NOGUEIRA; MIGUEL, 2013) e encaminhado
para o Laboratorio de Microbiologia do Departamento Ciéncias Bioldgicas (DCB) da

Escola Nacional de Saude Publica.

Figura 5: Swab do comedouro

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
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5.5 ANALISE MICROBIOLOGICA

5.5.1 Diluicdo das amostras de racao

Seguindo as recomendagfes da ANVISA (2010), para pesquisa de
Salmonella spp. foram adicionados 225 ml do diluente (cloreto de sédio — peptona
com PH 7,0) a 25 gramas de cada tipo de racdo. Para a verificacdo da presenca dos
outros micro-organismos, foram adicionados 90mL do diluente (cloreto de sodio —
peptona com PH 7,0) em 10 gramas de racao.

A patrtir destas diluicdes foram preparadas diluicbes decimais sucessivas, pela
transferéncia de 1 mL da diluicdo anterior em 9 mL de diluente, fazendo as diluicdes
10° e 10° (ANVISA, 2010; FENG et al., 2018; ANDREWS et al., 2018). As analises
microbiolégicas foram realizadas apés as diluicbes seguindo as recomendacgfes dos
mesmos autores.

5.5.2 Controle de qualidade dos meios so6lidos e liguidos

Os meios sélidos e liquidos foram autoclavados a 121°C, por 20 minutos,
resfriado a 45-49°C e distribuidos em placas e tubos estéreis dentro de cabine de
seguranca biologica de nivel Il. Foram adicionados 20mL de cada meio soélido as
placas de Petri estéreis (90x15mm) e aos tubos estéreis de 15mL foram adicionados
10mL de cada meio liquido. Os tubos com os meios liquidos e as placas solidificadas
foram colocadas em estufa bacterioldgica a 37°C para teste de esterilidade por 24 h.
Apds esse tempo, uma partida destas placas e tubos foi semeada para teste de
viabilidade segundo as sugestdes de Manrique, Paiva e Lima (2016). Apés resultados
satisfatérios do controle de qualidade dos meios soélidos e liquidos estes foram

utilizados nas analises microbiologicas.

5.5.3 Contagem de numero total de micro-organismos mesofilos

Foram adicionados na superficie das placas contendo agar caseina soja 0,1
mL de cada diluicdo (107,10 e 10”) e realizada a técnica de espalhamento utilizando
uma alca de Drigalski estéril (ANVISA, 2010; NOGUEIRA; MIGUEL, 2013). As
placas foram semeadas em duplicata e incubadas em estufa bacteriol6gica a 32,5°C

+ ou — 2,5°C de 3-5 dias. Nas placas com crescimento bacteriano, foi realizada a
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meédia aritmética do namero de colbnias contadas em cada cultura, seguida do
calculo do namero de unidades formadoras de colénia (UFC) por grama ou mL do
produto (figura 6) (ANVISA, 2010). Os valores de referéncia utilizados foram os
recomendados por Andriguetto et al. (2002) que considerou o indice ideal
<108UFC/qg.

Figura 6: Esquema para andlise de mesofilos totais

10"

10% 10°
10g de racdo + 90 mL de agua
peptonada 1mL 1mL
— ——
9mL ImL
0,1mL 0,1mL 0,1mL

Agar caseina de soja Agar caseina de soja Agar caseina de soja

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

5.5.4 NMP-Teste presuntivo para coliformes totais e termotolerantes.

Depois de realizadas as diluigbes conforme descrito no item 5.5.1, todas as
suspensdes foram homogeneizadas em vortex por sete segundos e, logo apés a
homogeneizacéo foi adicionado 1 mL de cada diluicAo a uma série de trés tubos
contendo o meio LST (caldo lauril sulfato), sendo cada diluicdo realizada em
triplicata para que uma analise de trés tubos NMP (nimero mais provavel) fosse
realizada. O fundo de cada tubo continha um tubo invertido para coleta de gas (tubo
de Durhan) (figura 7) (FENG et al., 2018).

Os tubos LST foram incubados a 35°C = 0,5°C por 24 h e as reacdes de cada

tubo foram examinadas. Os tubos onde foi possivel evidenciar a producdo de gas



45

foram registrados. Os tubos onde ndo se observou formacdo de gas foram

novamente incubados por mais 24h para registro final (figura 7) (FENG et al., 2018).

Figura 7: Esquema para andlise de coliformes totais e termotolerantes

10"
10* 10°
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0.1 %. — ——
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Tubo com caldo
lauril sulfato + tubo
de Durhan.
Teste presuntivo
(Incubar: 35°C * 0,5°C por 24/48h).
Tubos positivos
Teste confirmativo Teste confirmativo
para coliformes I I l para coliformes totais
termotolerantes
Meio agar EMB ﬁ
( Incubar: 35°C £ 0.5°C por 24/48h.) Caldo .E,C . Caldo verde brilhante
(Incubar: 44,5°C  (|ncybar: 35°C £ 0,5°C por 24/48h).
l por 24/48h).
Identificar colonias suspeitas e Contagem de coliformes Contagem de coliformes
realizar testes bioquimicos termotolerantes NMP/g totais NMP/g

Fonte: Elaborado pela autora, 2019
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5.5.5 Teste confirmatoério para coliformes totais

A partir de cada tubo LST em que houve produgdo de gas (positivo), foi
transferida uma alca da suspensédo para um tubo com caldo VBBL (caldo verde
brilhante bile), estes tubos foram entdo incubados a 35°C = 0,5°C e examinados
quanto a producdo de gas por 48h. Com base na proporcdo de tubos LST
confirmados com gaseificagdo para trés diluicbes consecutivas, foi calculado o
namero mais provavel (NMP) dos coliformes (figura 7) (FENG et al., 2018). As

analises foram realizadas em triplicata.

5.5.6 NMP-Teste confirmatério para coliformes termotolerantes/E.coli.

Com o auxilio de uma alca bacteriologica, foi retirada uma aliquota da
suspensao dos tubos que tiverem resultado positivo no teste presuntivo para E. coli
e semeamos para tubos de caldo E.C (caldo Escherichia coli). Os tubos E.C foram
incubados a 44,5°C por 24h/48h e examinados quanto a producdo de gas. Apos 48h
calculou-se o NMP (figura 7) (FENG et al., 2018). As analises foram realizadas em

triplicata.

5.5.7 Teste de identificac&o de colbnias de E. coli

Os tubos com gaseificacdo foram agitados suavemente e com o auxilio da
alca bacterioldgica, foi transferida parte do contetdo para uma placa com agar E.M.
B de Levine (Agar Eosina Azul Metileno), fazendo estrias. As placas com o0 meio
foram incubadas por 24 h a 35°C £ 0,5°C e examinadas quanto a presenca de
colénias sugestivas de E. coli, isto é, colénias com um centro preto e com um brilho
verde metalico (figura 8). No caso de haver presenca de col6nias compativeis com
E.coli é indicada a realizacéo de testes bioquimicos confirmatérios do IMViC (indol,
vermelho de metila, Vorges-Proskauer e citrato) (FENG et al., 2018). As analises

foram realizadas em duplicata.
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Figura 8: Meio de cultura EMB com crescimento tipico de Escherichia coli

Fonte: Medical Expo, 2020

5.5.8 Bolores e leveduras

Para pesquisa de fungos, foi adicionado a superficie da placa de Petri
contendo o meio Agar sabouraud 0,1 mL de cada diluicdo (item 5.5.1). Esse volume
foi entdo homogeneizado com a alga de Drigalski e as placas incubadas a 25°C por
cinco dias. Apos incubacéo, foi realizada a média aritmética do numero de coldnias,
com base no calculo das UFC/g da racéo, presentes nas placas positivas. As placas

foram semeadas em duplicata (figura 9) (ANVISA, 2010).
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Figura 9: Esquema da analise de bolores e leveduras
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

5.5.9 Pesquisade Salmonella spp.

As diluicbes que foram realizadas conforme o item 5.5.1, foram incubadas a
35°C/24hrs. Decorrido esse tempo, foi retirado 1 mL de cada diluicdo e colocado no
tubo que continha 10mL do caldo tetrationato, 0,1 mL de verde brilhante a 0,1% e
0,2 mL de iodeto de potéssio a 0,1%, e este foi incubado a 35°C por 24h. Foi
colocado 0,1 ml das diluicbes também no tubo contendo o caldo Rappaport
Vassiliadis e incubado a 42°C/24h.

Apbs 24h foi transferido de cada um dos tubos contendo o caldo Rappaport
Vassiliadis e caldo tetrationato, 0,1 mL para ser semeado nos meios, agar Hektoen e
XLD. Esses meios foram entéo incubados por 24hrs e observados. No caso de haver
presenca de coldnias compativeis com Salmonella spp. é indicado a realizacdo de
testes bioguimicos (TSI, LIA e ureia) e confirmacdo através de sorologia (figura 10)

(ANDREWS et al., 2018). As analises foram realizadas em duplicata.
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Figura 10: Pesquisa de Salmonella spp.
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102 10°
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
Legenda: T.T (caldo tetrationato), V.B (Caldo verde brilhante), I.P (lodeto de potassio) e R.V (Rappaport

Vassiliadis).
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5.5.10 Analise das amostras do swab

Os swabs que estavam em tubos contendo meio de transporte Stuart foram
introduzidos em tubos com 10 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) para que as
amostras ficassem menos concentradas, facilitando assim o isolamento das
colénias. Em seguida, dentro de cabine de seguranca biolégica nivel I, as amostras
foram semeadas em placas de Petri estéreis (90x15mm) contendo agar sangue para
isolamento de bactérias Gram positivas e negativas, agar EMB (Eosina azul
metileno) para isolamento de bactérias Gram negativas, agar SS (Salmonella e
Shigella) para isolamento de Samonella spp. e Shigella spp. e agar Sabouraud para
isolamento de bolores e leveduras. As placas com agar Sabouraud foram incubadas
em estufa a 25°C por cinco dias e 0s outros meios em estufa & 36°C por 48 h.

Decorrido o tempo para crescimento bacteriano nas placas de Agar sangue e
Agar EMB foi realizada a coloracdo de Gram. ApOs a confirmacdo das
caracteristicas das col6nias, as bactérias Gram positivas foram submetidas as
provas da catalase/coagulase, enquanto que as Gram negativas ao teste de oxidase
e foram semeadas em meio cromogénico. As bactérias crescidas em Agar sangue
foram observadas quanto a presenca ou auséncia de hemdlise e os resultados foram
anotados.

Nas colbnias bacterianas que indicaram a presenca da enzima catalase
realizou-se o teste da coagulase. Ja as com resultados catalase negativa foram
inoculadas em caldo BHI suplementado com 6,5 % de cloreto de sodio e incubadas
em estufa bacteriol6gica a 35 +/- 2°C por 72 horas. Todos o0s testes microbiologicos
de identificacéo seguiram os protocolos indicados pela Anvisa (2008)

As colonias que cresceram no meio cromogénico, foram submetidas aos
testes bioquimicos necessérios para sua identificacdo (NOGUEIRA; MIGUEL, 2013).
No LabMicro, realizamos as provas de fermentagcédo da glicose, producao de H2S,
motilidade e producao de Indol (meio SIM), utilizacdo de citrato como Unica fonte de
carbono, presenca das enzimas urease e lisina descarboxilase. As bactérias nao
identificadas pela bateria de testes bioquimicos classicos, foram encaminhadas para
teste bioquimico automatizado no aparelho Vitek2 da biomerieux (anexo d) com

dezenas de testes de identificagdo (Figura 11).
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Figura 11: Esquema das analises realizadas dos swabs da cavidade oral e dos

—
R R

comedouros dos animais

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

5.6 DESCARTE DAS CARCACAS

Ao final do experimento os animais foram eutanasiados em camara de CO:2 de
acordo com resolucédo normativa n°® 37 do CONCEA (BRASIL, 2018a), na qual se
baseia o POP (Procedimento operacional padréo) de eutanasia do Inca. As carcacas
foram acondicionadas em sacos brancos leitosos com o simbolo de risco biologico e
congeladas em freezer a -20°C até a empresa especializada na coleta deste tipo de
residuo retirar para incineracdo, conforme o Plano de Gerenciamento de Residuos

Sélidos do Instituto Nacional do Cancer.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 TESTE DA PALATABILIDADE DA RACAO COLORIZADA

Esse experimento possibilitou verificar que a quantidade de racdo que sobrou
nas gaiolas na primeira semana que foi de cinco pellets vermelhos, dois azuis, dois
amarelos e dois sem marcacéo na gaiola 1; quatro pellets vermelhos, dois azuis, um
amarelo e quatro sem marcacgao na gaiola 2 e trés pellets vermelhos, quatro pellets
azuis, dois amarelos e dois sem marcagdo na gaiola 3 (figura 12). Ja apés duas
semanas de consumo da ragao sobraram: zero pellet na gaiola 1, um pellet azul, um
vermelho e um sem marcacdo na gaiola 2 e um pellet azul e um sem marcacéao na
gaiola 3 (figura 13)

Logo foi possivel constatar que a quantidade de racao fornecida permaneceu
duas semanas no comedouro e continuou palatavel, jA que ndo houve preferéncia
dos animais em se alimentar com a ra¢cdo normal sem corante e a marcada, nem

entre as diferentes cores disponiveis (figura 12 e 13).

Figura 12: Consumo da ra¢gao ap6s uma semana.

Cx1 Cx2 Cx3

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
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Figura 13: Consumo da ragdo ap0s duas semanas.

Ccx2 Cx3

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Apesar dos corantes artificiais serem desenvolvidos para corar, intensificar ou
restaurar a cor de um alimento (PEREIRA, 2014), estes ndo devem interferir no
sabor do alimento (ARCOLOR, 2018), essa caracteristica foi comprovada nesse
estudo, j& que ndo houve diferenca da aceitacdo dos animais diante do consumo,
entre as diferentes cores (figura 12 e 13) Outro fator que pode contribuir para a
aceitacdo indiscriminada das ragOes coradas, pelos camundongos, € que estes
animais possuem bem menos papilas gustativas que os humanos (LAPCHIK;
MATTARAIA; KO, 2009) e j& que esses corantes ndo alteram o sabor do alimento
para 0 homem, ndo alterariam também para esses animais, pois tém menos
percepcao do sabor dos alimentos.

Em relagdo a preferéncia por determinada cor de ragdo, estudos
demonstraram que vertebrados distinguem cores através de uma categoria
especifica de neurbnios fotorreceptores chamados “cones”, encontrados na retina de
mamiferos e responsaveis pela distingdo das diversas tonalidades de cores
(BITTENCOURT, 2018). Roedores possuem visao bicromatica, apresentando 2
subtipos destes fotorreceptores, enquanto que humanos e primatas do velho mundo
sdo tricromatas apresentando trés subtipos (SILVA, 2017; KELBER, 2018). Por
serem bicromaticos a faixa de visdo desses animais vai do amarelo ao ultravioleta,
passando pelo verde e pelo azul, mas ndo enxergando o vermelho e suas variacbes
(JACOBS et al., 2007; SILVA, 2017, gerando uma visao dupla, embacada e azul-
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esverdeada (figura 14) (DONZA, 2019). O que pode estar contribuindo, além da
palatabilidade, com os resultados obtidos, ja que ndo houve preferéncia de ingestao
entre as diferentes cores de ragdo marcada e a ragdo sem marcagédo (figura 12 e
13).

Figura 14: Simulacao da visdo dos roedores

Fonte: Donza, 2019.

Com base neste resultado foi possivel partir para a segunda parte do
experimento, que foi avaliar se estes corantes poderiam interferir no resultado do

isolamento bacteriano.

6.2 AVALIACAO PRELIMINAR DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO
CORANTE

ApO6s incubacgdo, de todas as placas previamente semeadas, em estufa
bacteriol6gica +36°C 24/48h, foi possivel observar crescimento idéntico entre os
spots de todas as placas, menos naquela onde houve adi¢cdo de antimicrobiano
(controle negativo), confirmando que o corante nado influencia no crescimento

bacteriano (figura 15).
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Figura 15: Placas semeadas com bactérias ATCC, Gram positivas e Gram negativas

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

A importancia de testar a inocuidade do corante, frente as bactérias que
possivelmente possam ser isoladas da racdo, se pautou nos estudos de Villela
(2010) que demonstraram que alguns corantes como: azul de metileno, azul de
toluidina e verde de malaquita atuam na reducdo de micro-organismos como
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Haemophilus influenzae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Outros
autores (NOGUEIRA; MIGUEL, 2013) também ja sinalizaram o uso de corantes
como a eosina e o cristal violeta, funcionando como agentes seletivos para algumas
bactérias no meio EMB. Logo, houve uma preocupacdo em analisarmos esses
corantes para verificarmos se estes também poderiam ter essa mesma fungéo, no
entanto no teste realizado com os corantes alimenticios (figura 15) néo foi observada
essa acado, validando entdo quaisquer resultados obtidos usando essa forma de

marcagao.

6.3 CONTAGEM DE MESOFILOS, BOLORES E LEVEDURAS NAS
RACOES ESTEREIS.

Como descrito na metodologia, a analise inicial de comprovacdo de
esterilidade das ragOes irradiadas e autoclavadas, foi através dos testes de

contagem do numero total de micro-organismos mesofilos, bolores e leveduras, apos
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semeadura em meios proprios (ANVISA, 2010) e o resultado obtido, foi a auséncia
total para quaisquer dos micro-organismos testados (tabela 1), demonstrando que
ambos os processos de esterilizacdo foram eficazes. Além disso, ap6s uma semana
de abertura da embalagem e armazenamento dentro do modo de troca, o resultado
obtido foi 0 mesmo da analise inicial, indicando a manutencao da esterilidade.
Segundo Lira (2013) os processos de esterilizacdo tanto por calor umido
quanto por irradiacdo devem atingir a funcdo probabilistica de 10 indicando que o
nivel de garantia de esterilidade atingido deve ser no minimo 10. Outros autores
insistem que amostras estéreis testadas devem apresentar total auséncia de
crescimento de micro-organismos viaveis (BUGNO, 2001; ANVISA, 2010), com base
no preconizado por esses autores, nNossos resultados indicam que ambos o0s
processos de esterilizacdo utilizados foram eficazes e o manuseio apos os sacos de

racdes abertos foi adequado, j4 que as racdes permaneceram estéreis.

Tabela 1: Verificacdo da presenca de mesofilos, bolores e leveduras nas
racdes estéreis analisadas.

Racao Dia 0O Dia7

M Bel M Bel
Autoclavada A A A A
Irradiada A A A A

Legenda: M (mesodfilos), B e L (bolores e leveduras); P (presenca), A (auséncia)

6.4 ANALISE MICROBIOLOGICA DAS RACOES DISPOSTAS NOS
COMEDOUROS

As analises microbiologicas das racdes (autoclavada e irradiada) marcadas
com corante alimenticio permitiram comparar a sua qualidade/tempo de exposicéo.

NA figura 16, pode-se observar o consumo da ragdo azul apés uma e duas
semanas e 0 momento que é retirada a amostra desta racdo para as analises
microbiolégicas, bem como a racdo vermelha colocada por cima da racao
remanescente (azul). Demonstrando que o maximo de tempo que a racao
permaneceu no comedouro, foi de duas semanas. Além disso, foi verificado que na

maioria dos comedouros houve um consumo maior da racéo irradiada do que da
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autoclavada. No entanto é necessario um estudo mais elaborado para comprovacao

deste resultado.

Figura 16: Consumo de ragdo autoclavada ou irradiada apés uma e duas semanas.
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Apos 2 sem.

Apos 2 sem.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

6.4.1 Pesquisa de Salmonella spp.

Nenhuma das amostras de racdo analisada evidenciou a presenca da
bactéria Salmonella spp. Esse resultado € bastante positivo, se assemelhando ao
estudo apresentado por Girio e colaboradores (2012) e a pesquisa de Americano
(2016) que ao analisarem racdes comerciais também n&o encontraram a presenca
desse micro-organismo. Segundo relatos do Laboratério Charles River (2019) a
probabilidade de identificar esse micro-organismo em colbénias de roedores € bem
pequena, apesar da sua transmisséo nao ser dificil, jA que pode ser disseminada por
via fecal-oral, via fomites e algumas vezes verticalmente.

E as salmoneloses ocupam uma das posicfes mais destacadas na area da
salude publica em todo o mundo, devido as suas caracteristicas de endemicidade,
morbidade e pela dificuldade de seu controle (HOFER; FILHO; REIS, 1998). Todos
os roedores de laboratério sdo suscetiveis a infeccdo por Salmonella spp. e devido
ao seu potencial zoonético pode causar doencas graves ou até a morte nos
bioteristas imunocomprometidos (CHARLES RIVER 2019). Portanto, todos os
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animais diagnosticados com Salmonella spp. devem ser eutanasiados, ja que a
bactéria pode ser transmitida verticalmente e a rederivacdo por histerectomia pode
nao ser eficaz (CHARLES RIVER, 2019).

Além disso, o que contribuiu para a contaminagdo por Salmonella spp. nessa
area ser bem reduzida € a qualidade da racdo consumida por esses animais e a
desinfeccdo do ambiente ser realizada com o produto de nome comercial “Virkon S”,
pois segundo Vestby (2010) em seu estudo sobre o efeito de produtos desinfetantes
usados nas industrias de racdo animal, descobriu que a sua eficiéncia é
substancialmente reduzida quando Salmonella spp. forma biofiimes em
equipamentos e materias das linhas de processamento da fabrica, no entanto
constatou que dois desifetantes se mantinham eficientes na descontaminacgao
desses materiais, 0 primeiro era um produto contendo 70% de etanol e o segundo

era um produto com nome comercial “Virkon S”.

6.4.2 Contagem de micro-organismos mesoéfilos totais aerdbios

Ao analisarmos as racdes autoclavadas e irradiadas que permaneceram no
comedouro para contagem de mesofilos totais (tabela 2 e figura 17) verificamos que
houve a presenca destes micro-organismos em todas as placas, todavia o nimero
maximo encontrado foi 1,0 x 103 UFC/g, ficando a maioria dos resultados na faixa de
10% UFC/g.

No Brasil ndo ha legislacdo para referéncias de valores para contagem de
mesdfilos totais em racdo, assim utilizamos os recomendados por Andriguetto et al.
(2002) que considerou o indice ideal <10°UFC/g, esse valor vem sendo utilizado por
outros autores como padrdo para contagem de mesdfilos totais em racdo e em
outros alimentos, como: Carvalho et al. (2005), Girio et al. (2012), Americano (2016)
e Neto (2016).

Segundo Americano (2016) quando o alimento apresenta uma grande
qguantidade de contagem de mesofilos significa uma contaminagéo da matéria-prima
ou falha no processamento durante a producdo ou armazenamento, indicando
péssimas condi¢Bes higiénico-sanitarias e que o alimento ndo esta proprio para o
consumo. Quando analisamos 0 que encontramos em nossa pesquisa, podemos
afirmar que os micro-organismos detectados certamente ndo sdo provenientes da

ragcdo ou sua matéria prima, ja que testes preliminares do controle de esterilidade
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foram realizados e ndo houve nenhum crescimento. Além disso, como a contagem
de mesdfilos totais em nosso estudo foi bem abaixo do padrédo estabelecido na
literatura (tabela 2), as racdes analisadas, apesar de ndo permanecerem estéreis, se
conservaram proprias para 0 consumo dos animais, pois mantiveram um bom

padréo higiénico-sanitario.

Tabela 2: Contagem mesofilos totais, bolores e leveduras das amostras de

racdo durante o consumo pelos camundongos.

Mesoéfilos Bolores e leveduras
Amostra 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias

Racao 1 24x102 10x10% <1 <1
autoclavada 2 3,1x102 8,0x102 <1 <1

3 6,0x102 9,0x10 <1 1,5x102
4 6,0x102 4,7x10%2 <1 <1l
5 2,0x10 2,2x102 <1 <1
Racéo 6 4,4x10>2 2,0x102 <1 <1
Irradiada 7 9,0x 10 10x 10 <1l <1
8 50x102 6,1x102 <1 <1

Legenda: Resultado em UFC/g (unidade formadora de col6nias por grama).

Foi possivel observar durante o experimento, que na maioria das amostras
houve um aumento na contagem de mesdfilos totais aos 14 dias, ndo acontecendo
iIsso com as amostras 3, 4 e 6 (figura 17). Isso pode ter ocorrido, pois esses animais
roeram menos a ragcdo azul nessa semana que foi a ragdo que permaneceu no
comedouro por duas semanas, dando preferéncia para a racao vermelha que era
mais nova. O que ndo aconteceu com as outras gaiolas que a racao mais consumida
continuou sendo a azul, pois estava mais perto da base do comedouro.

Logo, na maioria das gaiolas houve um aumento da contagem do numero de
mesofilos totais na segunda semana, ja que a racdo que estava na base do
comedouro (racdo azul) continuou sendo consumida na segunda semana. Por
estarem mais tempo expostas e mais roidas, tiveram assim, portanto, maior contato
com a saliva e patas do animal, sendo mais manipuladas pelos roedores. Este fato

pode ser explicado pelo trabalho de Ponath e colaboradores (2016) que indicam que
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a manipulacdo dos alimentos € uma das principais causas de contaminacdo. Além
disso, todos os indices estdo bem abaixo do limite minimo recomendado pela

literatura, ndo afetando a qualidade higiénico-sanitaria da ragéo.

Figura 17: Contagem de mesoéfilos totais aer6bicos em UFC/g nas racdes

autoclavadas e irradiadas.
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Legenda: Abscissas: 1 a 4 - Ra¢do autoclavada; 5 a 8 - Rac¢éo irradiada.

6.4.3 Contagem de bolores e leveduras.

No presente estudo todas as amostras de racdo analisadas em funcédo do
tempo, apresentaram contagem para bolores e leveduras menores que 1 UFC/qg,
somente uma amostra da segunda semana apresentou o resultado 1,5 x 102 UFC/g
(tabela 2). Segundo Santos e colaboradores (2000) e Americano (2016) esses
valores estdo dentro do padrédo aceitavel para o consumo deste alimento que deve
ser < 10* UFC/ g da amostra.

Em seu estudo, Bernardi e Nascimento (2005), descobriram que a
contaminacdo da racdo por fungos é favorecida pela umidade, temperatura e
substrato apropriado, levando a multiplicagdo dos micro-organismos e producédo de
metabdlitos toxicos.

Segundo Moura e colaboradores (2014), os metabolitos fungicos podem
causar toxicidade alimentar, visto que determinadas espécies de fungos, em

condicbes de armazenamento e conservagao inadequadas, produzem micotoxinas



61

na superficie dos alimentos que ao serem ingeridas pelo homem ou animal podem
causar intoxicacdes, problemas leves e até graves, que podem afetar varias funcdes
do organismo, como alteracfes hepdticas, renais, circulatérias, no sistema nervoso e
no trato digestivo (VECCHIA; FORTES, 2007). Para evitar que isso ocorra Hilmann e
colaboradores (2015) sugerem que as racdes destinadas a alimentacdo animal,
devam ser armazenadas em temperaturas de 21,5 a 23,6°C e umidade relativa do ar
de 59 a 65%, preservando assim as matérias-primas. Como as ra¢des analisadas no
presente estudo foram armazenadas e consumidas pelos animais seguindo esses
parametros, é possivel que essa condi¢ao tenha dificultado o crescimento flungico, o

gue possibilitou a manutencdo do padréo higiénico-sanitario das racoes.

6.4.4 Contagem de coliformes totais e termotolerantes (fecais).

As amostras de racdo analisadas segundo a tabela de NMP foram todas
negativas para coliformes termotolerantes, sendo a contagem menor que 3,0NMP/g
(tabela 3 e quadro 2 marcado em azul). Em relacdo a coliformes totais (35°C), duas
amostras apresentaram um resultado menor que 3,6 NMP/g (tabela 3 e quadro 2

marcado em azul).

Tabela 3 — Contagem de coliformes totais e termotolerantes das amostras de

racdo durante o consumo pelos camundongos

Coliformes totais Coliformes termotolerantes
Amostra 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias

Racéo 1 <3,0 <3,6* <3,0 <3,0
autoclavada 2 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
3 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
4 <3,6* <3,0 <3,0 <3,0
5 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
Racao 6 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
Irradiada 7 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
8 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0

Legenda: Resultado expresso em NMP por grama (NMP/g). * Limite inferior confiavel (LIC) = 0,17 e

Limite superior confidvel (LSC) = 18 e o restante das amostras LIC= - e LSC=9,5.
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Em nossos resultados, apresentados no quadro 2 de niumero mais provavel
adaptada de Blodgett (2010), para trés tubos com inéculos 0,1, 0,01, 0,001 e
respectivos intervalos de confianga 95%, houve auséncia de coliformes
termotolerantes em todas as amostras e em duas amostras houveram a presenca de
coliformes totais na diluicdo 10, uma amostra na primeira semana e outra na
segunda.

A legislagdo vigente ndo estabelece parametros microbiolégicos para
coliformes totais em alimentos e segundo Americano (2016), os coliformes
termotolerantes sdo considerados melhores indicadores de contaminacao fecal do
gue os coliformes totais, jA que dentro deste grupo encontra-se a Escherichia coli. A
presenca deste grupo bacteriano em racdes indica condi¢gfes higiénico-sanitarias
insatisfatorias, devido a matérias-primas contaminadas, manipulacdo inadequada ou
aplicacao de calor insuficiente na peletizacao.

Os coliformes fecais sdo indicadores da ma qualidade microbiolégica das
ragbes, mas quando estdo presentes no alimento ndo significa necessariamente a
existéncia de patdégenos ou contaminacdo fecal e sim que a qualidade higiénico-
sanitaria do alimento ndo estd adequada (CAPPELLI et al.,, 2016). Como houve
auséncia de E. coli e dos outros coliformes fecais em todas as amostras, significa
gue as racodes estdo com boa qualidade higiénico-sanitaria.

Resultados semelhantes foram obtidos por Cappelli e colaboradores (2016)
que ao analisarem 11 amostras de ragdo para cdes e 11 para gatos, nao
observaram crescimento para coliformes termotolerantes, todavia detectaram
crescimento de coliformes totais em algumas amostras tanto para racdo de caes
como para gatos. Esse mesmo resultado foi observado nos experimentos de
Brandéo e colaboradores (2011).

De acordo com Girio et al (2012) a contaminacdo por coliformes totais e
termotolerantes em todas as amostras das ra¢cbes em seu estudo, ocorreu devido ao
acondicionamento inadequado e manipulacéo intensa. O que ndo ocorreu N0 NOSSO
estudo, ja que as ra¢dOes analisadas foram armazenadas, em temperatura e umidade
controladas e a sua manipulagéo é realizada de forma asséptica, dentro de cabine
de seguranca biolégica. Além disso, os animais que a consomem s&o criados em

sistema com barreiras sanitarias controladas.
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Quadro 4: Namero Mais Provavel (NMP) por grama para séries de trés tubos.

Numero de tubos NMP/g ou mL Intervalo de confianca
positivos (95%)

0,1 0,01 0,001 - Inferior SuEerior
0 0 1 3,0 0,15 9,6

0 1 0 3,0 0,15 11

0 1 1 6,1 1,2 18

0 2 0 6,2 1,2 18

0 3 0 9,4 3,6 38

1 0 1 7,2 1,3 18

1 0 2 11 3,6 38

1 1 0 7,4 3,6 20

1 1 1 11 4,5 38

1 2 0 11 4,5 42

1 2 1 15 1,4 42

1 3 0 16 3,6 42

2 0 0 9,2 4,5 38

Fonte: Adaptado: Blodgett, 2010.

6.5 ANALISE DAS AMOSTRAS DOS SWABS

6.5.1 Crescimento e diferenciagdo de coldnias bacterianas, bolores e

leveduras.

As tabelas 4 e 5 apresentam os resultados de crescimento bacteriano e
fungico nos comedouros e microbiota da cavidade oral dos animais. Os resultados
apontaram crescimento bacteriano nos meios EMB e Agar Sangue e auséncia no
meio SS. Também ndo houve crescimento fungico no meio Agar Sabouraud,

especifico para o isolamento destes micro-organismos (tabela 4 e 5).
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Tabela 4: Deteccéo microbioldgica proveniente do swab dos comedouros (CO).

Amostra Agar Agar Agar Agar
EMB Sangue SS Sabouraud
COo1 Presente Presente  Ausente  Ausente
CO2 Ausente Presente  Ausente  Ausente
CO3 Ausente Presente  Ausente  Ausente
CO4 Ausente Presente  Ausente  Ausente
CO5 Ausente Presente  Ausente  Ausente
CO6 Ausente Presente  Ausente  Ausente
CO7 Ausente Presente  Ausente  Ausente
CcOo8 Ausente Presente  Ausente  Ausente

Legenda: CO (Comedouro)

Esses resultados demonstram que nem Salmonella sp. nem Shigella sp. (que
cresceriam no meio SS), nem nenhuma espécie de fungo (que cresceriam no meio
Sabouraud), foram detectados nos comedouros (tabela 4) com a metodologia
proposta, por outro lado o uso do meio de EMB permitiu a deteccdo de bastonetes
Gram negativos em uma das amostras. Apesar do pequeno numero de Gram
negativos, detectados nos comedouros pelo meio EMB, esse achado significa a
possibilidade de manutencéo destes micro-organismos neste local e a possibilidade
de deteccéo através das metodologias empregadas.

O meio de Agar sangue por ser muito rico promove com mais facilidade o
crescimento dos micro-organismos sem distingdo, permitindo até mesmo o
crescimento de heterotroficos fastidiosos (NOGUEIRA; MIGUEL, 2013), o que
aumentou as chances de isolamento desses micro-organismos, tanto nos

comedouros como na cavidade oral (tabela 4 e 5).
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Tabela 5: Deteccdo microbiologica proveniente do swab da cavidade oral dos

camundongos.
Amostra EMB Agar Agar SS Agar
sangue sabouraud

AN1 Presente  Presente Ausente Ausente
AN2 Ausente Presente Ausente Ausente
AN3 Presente  Presente Ausente Ausente
AN4 Ausente Presente Ausente Ausente
ANS Ausente Presente Ausente Ausente
ANG Presente Presente Ausente Ausente
AN7 Ausente  Presente  Ausente Ausente
AN8 Ausente Presente Ausente Ausente

Legenda: AN (animal)

Os dados apresentados nestas tabelas possibilitaram observar um maior
isolamento de Gram negativos da cavidade oral dos animais que dos comedouros.
Esse fato ja era esperado, j& que na microbiota oral de roedores espera-se um
percentual aproximado de 30% de bactérias Gram negativas (PORTO et al, 2007) e
o restante de Gram positivas e outros micro-organismos, que podem ser detectados
pelo Agar Sangue, assim como feito por Yamamoto e Gacek (2012) em seu trabalho
sobre a microbiota oral de ratos e camundongos.

Seguindo esse raciocinio, podemos observar que de acordo com os dados da
tabela 6, onde apresentamos o percentual de cada tipo de isolamento, houve
crescimento de colbnias bacterianas das amostras dos comedouros em 12,5% no
meio EMB (somente bactérias Gram negativas) e 100% no Agar Sangue (bactérias
Gram positivas e negativas), 0% no agar SS (Salmonella spp. e Shigella spp.) e de

bolores e leveduras foi de 0% (meio agar Sabouraud).

Tabela 6: Porcentagem de placas com presenca de crescimento bacteriano.

Amostra EMB Agar sangue  Agar SS Agar
sabouraud

Comedouros  12,5% (1/8) 100% (8/8) 0% (0/8) 0% (0/8)

Animais 37,5% (3/8) 100% (8/8) 0% (0/8) 0% (0/8)
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Na andlise da microbiota da cavidade oral dos camundongos houve
crescimento bacteriano em 37,5% das amostras do meio EMB (eosina azul de
metileno), 100% no &gar sangue, 0% no &gar SS (Salmonella spp. e Shigella spp.) e
nenhum bolor ou levedura foi detectado usando o meio preconizado de agar
Sabouraud. Corroborando ainda mais com os resultados de Porto e colaboradores
(2007), que definiram um percentual aproximado de 70% de bactérias Gram-
positivas e 30% de bactérias Gram-negativas aerébias, compondo a microbiota oral
de roedores.

Tabela 7: Teste de coloracdo por metodologia de Gram das coldnias isoladas.

Amostra Gram Amostra Gram
CO1 +/- AN1 +/-
CO2 + AN2 +
CO3 + AN3 +/-
CO4 + AN4 +
CO5 + ANS5 +
CO6 + ANG +/-
CO7 + AN7 +
Cco8 + ANS8 +

Legenda: CO (comedouros) e AN (cavidade oral dos camundongos)

Apbs a realizacdo do teste de coloracdo de Gram (tabela 7), na amostra CO1
dos comedouros foi confirmada a presenca bactérias Gram negativas. No restante
das amostras dos comedouros s6 foi observado a presenca de bactérias Gram
positivas. O mesmo ocorrendo nas amostras obtidas a partir do meio EMB da
cavidade oral, confirmando o percentual de 37,5% encontrado e a prevaléncia geral

de bactérias Gram positivas nos isolamentos.

6.5.2 Teste da catalase e coagulase das amostras Gram positivas dos

comedouros e cavidade oral dos animais.

Nas col6nias confirmadas como Gram positivas, foi possivel constatar apds as
provas de catalase (tabela 8 e figura 18), que 100% das amostras dos comedouros,

foram positivas, indicando a presenca de bactérias do género Staphylococcus spp.
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(NOGUEIRA; MIGUEL, 2013). Nessas amostras foram realizadas o teste da
coagulase, onde 37,5% foram positivas, indicando a presenca da espécie
Staphylococcus aureus (figura 18).

Segundo Rossi, Devienne e Raddi (2008) o ambiente pode ser um dos
reservatorios desse micro-organismo, podendo ocorrer entdo, transmissao cruzada
ou ambiental facilitada devido ao micro-organismo sobreviver em superficies secas,

mesmo nao sendo capazes de formar esporos.

Tabela 8: Teste da catalase e coagulase das bactérias Gram positivas do

comedouro

Amostra Catalase Coagulase Identificacéo
Cco1 + +/- Staphylococcus spp. e S. aureus
CO2 + - Staphylococcus spp.
COo3 + - Staphylococcus spp.
CO4 + - Staphylococcus spp.
CO5 + +/- Staphylococcus spp. e S. aureus
CO6 + - Staphylococcus spp.
Co7 + +/- Staphylococcus spp. e S. aureus
CcOo8 + - Staphylococcus spp.

Legenda: CO (comedouro)

Assim como ocorreu nos comedouros, a maior parte das bactérias
encontradas na cavidade oral dos animais analisados apresentaram-se morfo-
tintorialmente cocos Gram positivos (tabela 7). Apdés a realizacdo das provas
bioguimicas de catalase e coagulase a maioria indicou a presenca de
Staphylococcus spp. (75%), Staphylococcus aureus e Streptococcus spp. (12,5%) e
somente Streptococcus spp. (12,5%) (figura 18). Esses dados estdo de acordo com
agueles encontrados por Araujo e colaboradores (2007) e Yamamoto e Gacek
(2012), no que concerne ao fato de que os cocos Gram-positivos correspondem as
bactérias mais comumente encontradas na microbiota oral normal dos animais.
Todavia se contrapdem de certa forma, aos achados de Araljo e colaboradores
(2007), que apesar de sugerirem que estes micro-organismos representam 80% do

total de bactérias encontradas em sua microbiota, indicam uma prevaléncia de
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Enterococcus (56%), seguido por Staphylococcus (30%) e Streptococcus (14%). O

primeiro destes micro-organismos nao foi detectado no presente estudo.

Figura 18: Prevaléncia de bactérias encontradas nos comedouros e microbiota da
cavidade oral dos animais
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Segundo Barbosa e colaboradores (2011) uma das maneiras desses micro-
organismos entrarem em contato com o organismo humano ou animal € através de
artigos contaminados (fémites), quando esses artigos recebem uma carga infectante,
pode dissemina-la para um novo hospedeiro. Além disso, essas bactérias possuem
um tempo de sobrevida maior qguando entram em contato com fluidos biol6gicos
(ROSSI; DEVIENNE; RADDI, 2008). Logo, os comedouros podem ser uma fonte de
contaminagdo para esses animais, assim como 0s animais podem contaminar os
comedouros.

De acordo com Lira e colaboradores (2015) no momento em que ocorre a
deteccdo de bactérias da espécie Staphylococcus aureus, pode-se considerar que
0S outros animais da coldonia também sdo seus portadores, contanto que a

amostragem tenha sido adequada. Segundo esses autores, para evitar a entrada
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desses micro-organismos € necessario a criacdo de barreiras sanitarias, evitando
assim gque esses agentes presentes no meio ambiente entrem em contanto com as
instalacdes animais.

Em seu estudo Silva (2013) fez a analise microbiolégica de todo ambiente
do biotério de criacdo, e as bactérias Gram positivas encontradas foram somente
Staphylococcus spp., hdo encontrando Streptococcus spp.. Esse achado corrobora
com nossa pesquisa microbiologica das gaiolas e da racao, ja que Streptococcus sp.
foi somente encontrado na microbiota oral dos animais. E como no Agar sangue foi
observado a auséncia de hemolise total, foi considerado que 0s Streptococcus spp.
encontrados eram do grupo viridans, que sédo bactérias alfa hemoliticas que fazem
parte da microbiota normal da cavidade oral, trato gastrointestinal e trato genital de
homens e animais (BAGLIE, 2004; PEGADO, 2010). Além disso, foi descartada a
possibilidade de serem bactérias do género Enterococcus spp., pois quando
inoculados em caldo BHI suplementado com 6,5 % de cloreto de sddio ndo houve
turvacao dos tubos que continham as amostras AN4 e ANS.

Marks, Reddinger e Hakansson (2014) afirmam que o risco de transmissao
de Streptococcus spp. em superficies ambientais ainda é desconhecido. No entando
esses autores acreditam que embora a inalacdo direta de goticulas respiratérias
através de aerossois sejam um dos principais fatores de transmissao dessa bactéria,
€ possivel que em alguns casos, fomites e superficies ambientais possam facilitar a

sua transmissao.

Tabela 9: Teste da catalase e coagulase das bactérias Gram positivas

proveniente da cavidade oral dos camundongos.

Amostra Catalase Coagulase Identificacao
AN1 + - Staphylococcus spp.
AN2 + - Staphylococcus spp.
AN3 + - Staphylococcus spp.
AN4 - *N/A Streptococcus spp.
AN5 + - Staphylococcus spp.
ANG + - Staphylococcus spp.
AN7 + - Staphylococcus spp.
ANS8 -[+ + Streptococcus spp. e Staphylococcus aureus

Legenda: *N/A = ndo analisado, AN = animal


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marks%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24371220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reddinger%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24371220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hakansson%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24371220
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Apesar de ter ocorrido isolamento de bactérias Gram positivas nas amostras
da cavidade oral, os animais do presente estudo estavam aparentemente sadios,
ndo apresentando nenhum sinal clinico.

Segundo Minagawa (2007), o género bacteriano Streptococcus spp. €
integrante da microbiota normal das vias aéreas superiores e trato intestinal,
podendo também agir como um patdégeno classico ou oportunista. Segundo
Yamamoto e Gacek (2012) e Lira e colaboradores (2015) essas bactérias fazem
parte da microbiota oral normal de homens e animais, e somente resultam em
doencas quando h& queda da imunidade ou se a barreira natural da pele e mucosas

sao lesadas por traumas ou corpos estranhos.

6.5.3 Anédlise das amostras Gram negativas da cavidade oral dos animais e

comedouros

Com base nos resultados das tabelas 4 e 5, todas as amostras que foram
positivas para crescimento no meio EMB foram semeadas no meio cromogénico
UriSelect™4/Bio-Rad, onde as amostras semeadas seguiram a avaliagdo visual
presuntiva do género/espécie (figura 19) de acordo com as recomendacgbes do
fabricante (quadro 3) (BIO-RAD, 2013).

Figura 19: Amostras Gram negativas semeadas em agar cromogénico Uri Select 4 /
Bio-Rad.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
Legenda: Da esquerda para direita: AN1, AN3, AN6, COla e COlb.
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Quadro 3: Identificacdo fenotipica de espécies bacterianas em meio cromogénico.

Estirpes Cor das col6nias no
UriSelect™4
Escherichia coli (ATCC 25922) cor-de-rosa
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) azul-turquesa
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) roxo azulado
Proteus mirabilis (ATCC 25933) marrom alaranjado com
um halo amarronzado
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) branco

Fonte: Adaptado Bio-Rad, 2013.

Com base na suspeita da identidade taxonémica da col6nia (quadro 3 e figura
20), foram realizados os testes bioquimicos confirmatérios (tabela 10) para
identificagdo bacteriana das amostras AN1, AN3, AN6 e CO. Como a amostra CO
apresentou duas colbnias distintas na placa de EMB, esta foi repicada
separadamente e originou duas amostras para analise, COla e COlb.

De acordo com os resultados bioquimicos classicos (tabela 10) as amostras
AN1, AN6 e COla foram identificadas como Enterobacter cloacae e a amostra AN3
como Klebsiela pneumoniae (Figura 21), ja na amostra CO1b (figura 20), o resultado
foi inconclusivo necessitando de novos testes. Essa amostra posteriormente foi
encaminhada ao teste bioquimico automatizado, no qual o resultado indicado foi

Acinetobacter baumannii complex (anexo d).

Tabela 10: Analise bioquimica das amostras semeadas em meio cromogénico.

Amostras Oxi Cit. Uréia Lis Mot H2S Indol Identificacéo
AN1 - + - - + - - Enterobacter cloacae
AN3 - + + - + - - Klebsiela pneumoniae
ANG - + - - + - - Enterobacter cloacae
COla - + - - + - - Enterobacter cloacae

CO1b - - - + - - - Inconclusivo

Legenda: Oxi = oxidase, cit = citato, lis = lisina e mot = motilidade, H2S = Gas Sulfidrico.
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Figura 20: Provas bioquimicas (amostra CO1b).

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Legenda: Provas da esquerda para direita: ureia (-), citrato (-), lisina (+) e SIM (-).

Segundo Silva e Silva (2014), as espécies de Enterobacteriaceae encontradas
neste estudo, Enterobacter cloacae encontrada nos comedouros e cavidade oral dos
animais e Klebsiela pneumoniae encontrada na microbiota oral dos animais, fazem
parte de um grupo onde podemos incluir alguns dos patégenos mais importantes
para o homem e os animais (SILVA; SILVA, 2014).

Essas enterobactérias podem provocar, além de infeccbes intestinais,
infec¢des urinarias, cutaneas e respiratorias. No ambiente sdo encontradas na agua,
esgoto, solo e vegetais, mas também fazem parte da microbiota intestinal comensal
(SANT’ANA et al., 2008).

Apesar de Enterobacter cloacae fazer parte do grupo comensal do trato
gastrointestinal tanto do homem como de animais, e estar amplamente distribuida no
ambiente (KELLER et al. 1998; REGLI; PAGES, 2015), pode ser também
caracterizada como um patégeno oportunista, ja que essa espécie forma biofilme e
secreta varias citocinas que sao importantes para sua patogenicidade (FEI; ZHAO,
2013). Em nossa pesquisa ela foi encontrada na microbiota oral dos animais e
também nos comedouros (tabela 10 e figura 18), corroborando com Regli e Pagés
(2015), que afirmam em seus estudos que além de infectar o homem ela pode
contaminar equipamentos, dispositivos hospitalares e materiais cirargicos, ja que
esta presente no ambiente.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keller%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9453621
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davin-Regli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26042091
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pag%26%23x000e8%3Bs%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26042091
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fei%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23235292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23235292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davin-Regli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26042091
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pag%26%23x000e8%3Bs%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26042091
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Uma outra bactéria isolada da cavidade oral dos animais em nossa pesquisa
foi a Klebsiella pneumoniae (figura 21 e tabela 10) que Segundo Reis e
colaboradores (2017) pode ser encontrada colonizando a orofaringe e fezes de
pessoas e animais sadios. Contudo, esse mesmo autor assegura que em individuos
imunocomprometidos, esse micro-organismo pode ocasionar um quadro de infeccao
bastante grave, ja que funciona como um oportunista que no ambiente € encontrado
em locais como agua, solo, plantas e esgoto (REIS et al., 2017). Em ambientes de
saude, segundo Esteves et al. (2016), pode estar presente em fomites, j4 que tém a
capacidade de crescer e sobreviver em superficies como ceramica, aco inoxidavel,
vidro e polietileno, entre outros. Isto acontece devido a sua habilidade em aderir
nesses materiais e formar biofilmes, no entanto no nosso estudo esta bactéria ndo
foi encontrada nos comedouros dos animais (figura 18) o que também aconteceu
com Silva (2013) que néo isolou essa bactéria nas analises microbiolégicas do

ambiente e materiais do biotério de criacao.

Figura 21: Provas bioquimicas (amostra AN3)

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
Legenda: Provas da esquerda para direita: ureia (+), citrato (+), lisina (-) e SIM (Motilidade (+),
H2S e Indol (-)).

Em uma das amostras do comedouro foi encontrado a bactéria Acinetobacter
baumannii (anexo d) que pertence a familia Moraxellaceae, € um bacilo nao-
fermentador, Gram-negativo, oxidase-negativo e sem motilidade (PELEG; SEIFERT;

PATERSON, 2008). Esse achado corroborou com os resultados de Silva (2013) que
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isolou essa bactéria em uma amostra do ambiente de um biotério de criacdo.
Segundo Scarcella, Beretta e Scarcella (2017), essa bactéria pode sobreviver por
longos periodos em objetos inanimados e também formar biofilme, facilitando a sua
adesdao aos objetos (MARTINS, BARTH, 2013). A mesma caracteristica é salientada
por Chagas (2015), que argumenta que apesar de serem bactérias saprofitas, estas
apresentam grande diversidade metabdlica e nutricional o que facilita sua adaptacao
a diversos ambientes até os mais hostis, além disso, possuem alta resisténcia a
desinfetantes. Segundo esse autor, colonizam o homem e 0s animais vivendo como
comensais na pele, no trato gastrointestinal e em zonas Umidas de individuos
saudaveis, além disso, também podem ser encontradas em alimentos (CHAGAS,
2015). No entanto ndo foram isoladas na microbiota oral dos animais no presente
estudo (figura 18).

Nos resultados referentes as analises microbiolégicas da racado, foi
demonstrado que a racdo ndo perdeu sua qualidade higiénico-sanitéria, logo néo
serviu como fonte de contaminacdo para os animais. No entanto ao realizar as
andlises dos comedouros isolou-se bactérias potencialmente patogénicas
(Staphylococcus spp., Acinetobacter baumannii complex e Enterobacter cloacae), o
mesmo ocorrendo na cavidade oral dos animais (Staphylococcus spp.,
Streptococcus viridans, Enterobacter cloacae e Klebsiella pneumoniae). Embora nédo
apresentassem sinais clinicos, segundo Pereira e colaboradores (2012), as
infec¢des subclinicas sdo muito comuns em animais de experimentacdo e mesmo
gue o animal ndo apresente a doenca, os resultados experimentais poderdo ser
afetados, além de poder ocorrer infeccbes oportunistas que podem pbr em risco a
salde dos animais, e em casos de zoonoses, a saude humana. Além disso, 0s
comedouros contaminados, também podem servir de fonte de infec¢éo tanto para o
homem quanto para os animais.

No entanto, os resultados do monitoramento sanitério das colénias da area de
criagdo animal (anexo c) ndo indicaram nenhuma dessas bactérias. Essa auséncia
provavelmente esta associada ao fato que de que o controle sanitario destes animais
segue estritamente as recomendacfes da Felasa (2014) e as bactérias
Streptococcus do grupo viridans e Enterobacter cloacae ndo estdo na lista de
bactérias a serem pesquisadas no procedimento padrdo. E comparando nossos
resultados com os trabalhos de Yamamoto e Gacek (2012) e Abusleme e

colaboradores (2017), podemos considerar que as bactérias que foram encontradas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abusleme%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29333479
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na cavidade oral dos camundongos, fazem parte da microbiota oral desses animais,
nado sendo consideradas patogénicas quando habitam esse local em individuos
saudaveis. Inclusive esses micro-organismos podem beneficiar o hospedeiro,
prevenindo 0 crescimento excessivo de outras bactérias por competicdo
(YAMAMOTO; GACEK, 2012).

De acordo com estudos realizados por Chun e colaboradores (2010) a
microbiota oral bacteriana entre os camundongos é muito semelhante, o que néo
ocorre entre humanos, onde cada individuo possui quantidade e variabilidade
bacterianas distintas em sua cavidade oral. Em camundongos essa semelhanca
ocorre devido a dieta controlada, instalacbes livres de patdgenos e com rigidas
barreiras sanitarias, além de serem animais com background genético conhecido
(CHUN et al.,, 2010). Portanto as bactérias encontradas na cavidade oral dos
camundongos em nosso estudo ndo representam risco para a saude desses
animais, ja que fazem parte da sua microbiota oral como descrito por Yamamoto;
Gacek (2012) e Abusleme e colaboradores (2017).

Em contrapartida, como foi identificado algumas bactérias patogénicas nos
comedouros dos animais, pode ter havido quebra de barreira sanitaria, o que indica
que todos os procedimentos dessa area devem ser revistos, para verificar onde
possa estar havendo falhas. Segundo Silva (2013) para termos animais de
qualidade, se faz necesséario a criagdo de barreiras sanitarias apropriadas, onde
deve haver conscientizacdo da equipe técnica, pesquisadores e de todos que
trabalham direta o indiretamente com os animais. Além de haver a necessidade da
implantacdo de protocolos para avaliacao das condi¢des sanitarias dos animais e do
ambiente onde estes estdo alocadas e garantir o respeito a todas as exigéncias
éticas e legislacao sobre o uso de animais na pesquisa.

Ja4 em relacdo ao controle de qualidade de racdo, como nao ha legislacéo
especifica, este trabalho podera servir de orientacdo para definir parametros para a
analise microbiologica de racdo para animais de laboratério, pois segundo Reis
(2008), a racao fornecida aos animais merece toda a vigilancia possivel, ja que a
presenca de micro-organismos pode causar danos a saude ou qualidade desses
animais. Além disso, o estudo comprovou que mantidos os cuidados especificos, a
racdo nova pode ser disposta por cima da racdo remanescente sem que haja

contaminacdo da inicial, isto evitara um grande desperdicio, ja que nao sera


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abusleme%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29333479
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necessario desprezar a racdo inicial em todo procedimento de manutencdo do
animal.

Este estudo também comprova que ndo ha necessidade da utilizacdo de
grande numero de animais para realizacdo de uma pesquisa cientifica, quando bem
desenhada, ja que visando o bem-estar dos animais, neste trabalho foi utilizada
somente a quantidade de animais recomendada pela literatura, onde nos baseamos
nos trabalhos de Reis (2008) que comparou o desenvolvimento de camundongos
alimentados com racao autoclavada, e verificou que foram necessarios onze animais
por sexo para cada tipo racéao, considerando 95% de confianca, 80% de poder do
teste e diferenca minima significativa de 0,1 e Clarke e colaboradores (1977) que
sugeriram que para realizar trabalhos de avaliacdo microbiolégica de racdo sdo
necessarias pelo menos quatro amostras de 25g para cada lote analisado. Ja a
RDC n° 12 da Anvisa (BRASIL, 2001) indica que sao necessarias trés amostras para
a analise microbiolégica de alimentos. Assim formamos quatro grupos (quatro
amostras) para cada racdo analisada. Além disso, a quantidade de animais por
gaiola seguiu a resolugdo normativa n® 15 do CONCEA, onde o nUmero maximo de
animais que poderiamos colocar em cada gaiola seria de cinco camundongos
(BRASIL, 2013a).

Logo, seguimos o que indica Cazarin, Corréa e Zambrone (2004) e Tréz
(2018) que diz que devemos evitar a replicacdo dos estudos in vivo, pois todos nés
do meio cientifico devemos ter o compromisso de seguir os principios dos 3R’s.
(reduction, refinement, replacement), que preconiza, além da reducdo do niumero de
animais utilizados na pesquisa, minimizar a dor e o desconforto e buscar alternativas

para a substituicdo dos testes in vivo.
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7 CONCLUSOES

v' Os corantes alimenticios utilizados podem ser empregados para marcar
racdes para analise microbioldgica, jA que se mostraram inécuos frente ao
crescimento bacteriano e ndo houve preferéncia dos animais entre a racao
normal e a marcada, nem entre as diferentes cores. Além disso, essa
metodologia poderd ser utilizada em outros experimentos que haja a

necessidade de diferenciagéo da racgéo.

v" N&o houve diferenca da qualidade higiénico-sanitaria entre a racéao irradiada e
autoclavada ambas obtiveram resultados semelhantes em relacdo as

andalises.

v" Nao foi identificado nas racfes, nos comedouros e nas cavidades orais dos
animais, nenhum micro-organismo indicado na legislacdo como referéncia

negativa para andlise de racdes ou mesmo alimentos em geral.

v' Foi possivel através da metodologia usada, isolar bactérias potencialmente
patogénicas dos comedouros (Staphylococcus spp., Acinetobacter baumannii
complex e Enterobacter cloacae), demonstrando que pode ter havido quebra
de barreira sanitaria, portanto todos os procedimentos dessa area devem ser

revistos, para verificar onde possa estar havendo falhas.

v Na cavidade oral dos animais as bactérias encontradas fazem parte da
microbiota oral, ndo tendo sido evidenciadas anteriormente no monitoramento

sanitario, que poderia ser ampliado além da lista da FELASA.

v" Os micro-organismos detectados na racdo durante o experimento, ndo afetam
a sua qualidade higiénico-sanitaria, pois ndo soO ficaram quantitativamente
abaixo dos limites estabelecidos na literatura, como ndo sdo patogénicos ou

indicadores de baixa qualidade.
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v' A pesquisa estabeleceu que rac6es novas podem ser dispostas por cima das
antigas, todavia, recomenda-se o descarte das racdes muito velhas (mais de
15 dias nos comedouros) que estiverem muito ruidas e ndo mais sendo
consumidas, ja que o teste foi para racdes que permaneceram no comedouro
por duas semanas, pois 0s animais consumiram toda a ra¢éo, nao excedendo

esse periodo.

v' E necessario seguir sempre os protocolos para criagdo de animais de
laboratorio incluindo a vigilancia de doencas, diagndstico e um programa
periodico de monitoramento sanitario que obedeca as normas vigentes, com
controle de qualidade microbiolégico efetivo, ja que para realizar pesquisas de

boa qualidade € necessario que os animais estejam saudaveis.
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8 PESPECTIVAS FUTURAS

v Utilizar os conhecimentos adquiridos para evitar o desperdicio de racdo no
INCA, mudando o pop de manutencdo animal, onde a racdo nova devera ser
colocada por cima da antiga e futuramente avaliar a economia gerada.

v' Utilizar a técnica desenvolvida de uso dos corantes alimenticios para
marcacao de racao em outros experimentos.

v' Fazer um estudo mais elaborado para observar se ha algum motivo para o
consumo diferenciado entre as racgoes irradiadas e autoclavadas.

v' Coletar o swab de outras linhagens de camundongos para verificar a
microbiota oral existente e compara-la com 0s nossos resultados.

v' Padronizar as andlises microbioldgicas de racdo para futura contribuicdo na

criacdo ou ampliacdo de legislacéo especifica.
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ANEXO A- PARECER DA CEUA

N R AU s
www.inca.g

(. NCA
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

PARECER DE AVALIAGAO DE PROJETO SUBMETIDO A CEUA — INCA

Protocolo CEUA - INCA n° 005/18 Parecer n® 001/19

Pesquisador: Martin Hernan Bonamino

Avaliacdo microbioldgica de ragdes secas irradiadas e autoclavadas durante um
periodo de exposicdo nas gaiolas de camundongos de uma coldnia de criagao

isogénica

Data de entrada: 30/10/2018 Data da reuniao: 30/11/2018
Situagao do Projeto: APROVADO Validade: 01/03/2020
Numero de animais aprovado: 95 Linhagem: C57BL/6

Idade / Peso: 8-12 semanas Sexo: macho e fémea

Instituicao de origem dos animais: INCA

Finalidade do projeto: pesquisa

Consideragoes e Parecer:

Ao analisar a apresentagdo do projeto de pesquisa “Avaliagdo microbiolégica de ragGes
secas irradiadas e autoclavadas durante um periodo de exposi¢cdo nas gaiolas de camundongos
de uma coldénia de criagdo isogénica“, tendo como pesquisador responsavel Martin Hernan
Bonamino, verificou-se que o mesmo encontra-se em conformidade com o Regimento Interno
desta Comissdo e os requisitos éticos na experimentagdo animal. Desta forma, classifico o
protocolo como: APROVADO.

Informo que o solicitante possui o prazo de 180 dias a contar da data de hoje para
apresentar o relatério parcial de atividades relacionadas ao projeto aprovado e, apés o
término de validade do mesmo, o prazo de 30 dias para apresentar o relatério final, ambos em
modelo aprovado pela CEUA-INCA. A n&o apresentagéo do relatério pode resultar na suspenséo
ou cancelamento da aprovagao do projeto.

Rio de Janeiro, 11 de janeiro de 2019.

3 'MO%\{/ ak2A /}\MY?\J

Renata Batista da Silva
Coordenadora da CEUA-INCA
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ANEXO B - VALIDAGAO DE CICLO DE RAGAO EM AUTOCLAVE.
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ANEXO C — MONITORAMENTO SANIARIO (BACTERIAS)

DTAPEP Al Ay
MEDICINA

Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa =

Biotério Central da FMUSP

Ne Cliente/ Sequéncia: 7245/63922 Sexo: Macho/Fémea
Procedéncia: INCA Idade: 13 a 44 semanas
Espécie: Camundongo Data: 28/01/2020
Linhagem: Matriz C57BI/6 Foto referéncia: 8/9

i Resultados
Bactérias Método

(Positivos/Total)

Bordetella bronchiseptica PCR 0/2
Corynebacterium kutscheri PCR 0/2
Helicobacter spp. PCR 0/2
Mycoplasma pulmonis PCR 0/2
Pasteurella pneumotropica PCR 0/2
Staphylococcus aureus Cultura/PCR 0/2
Streptococcus pneumoniae PCR 0/2
Streptococcus pyogenes PCR 0/2
Citrobacter rodentium Cultura 0/2
Klebsiella oxytoca Cultura 0/2
Klebsiella pneumoniae Cultura 0/2
Pasteurella multocida Cultura 0/2
Proteus mirabilis Cultura 0/2
Pseudomonas aeruginosa Cultura 0/2
Salmonella spp. Cultura 0/2

DTAPEP — Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP



DTAPEP
Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da FMUSP

Byl it
MEDICINA

UST

N2 Cliente/ Sequéncia: 7245/63922 Sexo: Fémea
Procedéncia: INCA Idade: 13 a 44 semanas
Espécie: Camundongo Data: 28/01/2020
Linhagem: Estoque NSG Foto referéncia: 10

) Resultados
Bactérias Método

(Positivos/Total)

Bordetella bronchiseptica PCR 0/1
Corynebacterium kutscheri PCR 0/1
Helicobacter spp. PCR 0/1
Mycoplasma pulmonis PCR 0/1
Pasteurella pneumotropica PCR 0/1
Staphylococcus aureus Cultura/PCR 0/1
Streptococcus pneumoniae PCR 0/1
Streptococcus pyogenes PCR 0/1
Citrobacter rodentium Cultura 0/1
Klebsiella oxytoca Cultura 0/1
Klebsiella pneumoniae Cultura 0/1
Pasteurella multocida Cultura 0/1
Proteus mirabilis Cultura 0/1
Pseudomonas aeruginosa Cultura 0/1
Salmonella spp. Cultura 0/1

DTAPEP — Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP
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DTAPEP = 1w [ e
Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa Mwh
Biotério Central da FMUSP )
Ne Cliente/ Sequéncia: 7245/63922 Sexo: Macho
Procedéncia: INCA Idade: 13 3 44 semanas
Espécie: Camundongo Data: 28/01/2020
Linhagem: Estoque C578BI/6 Foto referéncia: 11
L. ) Resultados
Bactérias Metodo
(Positivos/Total)
Bordetella bronchiseptica PCR 0/1
Corynebacterium kutscheri PCR 0/1
Helicobacter spp. PCR 0/1
Mycoplasma pulmonis PCR 0/1
Pasteurella pneumotropica PCR 0/1
Staphylococcus aureus Cultura/PCR 0/1
Streptococcus pneumoniae PCR 0/1
Streptococcus pyogenes PCR 0/1
Citrobacter rodentium Cultura 0/1
Klebsiella oxytoca Cultura 0/1
Klebsiella pneumoniae Cultura 0/1
Pasteurella multocida Cultura 0/1
Proteus mirabilis Cultura 0/1
Pseudomonas aeruginosa Cultura 0/1
Salmonelia spp. Cultura 0/1

DTAPEP — Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP
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DTAPEP
Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da FMUSP

- I¥ie ite
MEDICINA

=P

N¢ Cliente/ Sequéncia: 7245/63922 Sexo: Macho
Procedéncia: INCA Idade: 13 a 44 semanas
Espécie: Camundongo Data: 28/01/2020
Linhagem: Estoque NSG Foto referéncia: 12

i Resultados
Bactérias Método

(Positivos/Total)

Bordetella bronchiseptica PCR 0/1
Corynebacterium kutscheri PCR 0/1
Helicobacter spp. PCR 0/1
Mycoplasma pulmonis PCR 0/1
Pasteurella pneumotropica PCR 0/1
Staphylococcus aureus Cultura/PCR 0/1
Streptococcus pneumoniae PCR 0/1
Streptococcus pyogenes PCR 0/1
Citrobacter rodentium Cultura 0/1
Klebsiella oxytoca Cultura 0/1
Klebsiella pneumoniae Cultura 0/1
Pasteurella multocida Cultura 0/1
Proteus mirabilis Cultura 0/1
Pseudomonas aeruginosa Cultura 0/1
Salmonella spp. Cultura 0/1

DTAPEP — Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP
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DTAPEP
Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da FMUSP

ALl Al
MEDICINA

=p

Ne Cliente/ Sequéncia: 7245/63922 Sexo: Fémea
Procedéncia: INCA Idade: 13 a 44 semanas
Espécie: Camundongo Data: 28/01/2020
Linhagem: Balb/C) Foto referéncia: 13

. ; Resultados
Bactérias Método

(Positivos/Total)

Bordetella bronchiseptica PCR 0/1
Corynebacterium kutscheri PCR 0/1
Helicobacter spp. PCR 0/1
Mycoplasma pulmonis PCR 0/1
Pasteurella pneumotropica PCR 0/1
Staphylococcus aureus Cultura/PCR 0/1
Streptococcus pneumoniae PCR 0/1
Streptococcus pyogenes PCR 0/1
Citrobacter rodentium Cultura 0/1
Klebsiella oxytoca Cultura 0/1
Klebsiella pneumoniae Cultura 0/1
Pasteurella multocida Cultura 0/1
Proteus mirabilis Cultura 0/1
Pseudomonas aeruginosa Cultura 0/1
Salmonella spp. Cultura 0/1

DTAPEP — Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP
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DTAPEP
Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da FMUSP

AL
MEDICINA

[UST

N2 Cliente/ Sequéncia: 7245/63922 Sexo: Fémea
Procedéncia: INCA Idade: 13 a 44 semanas
Espécie: Camundongo Data: 28/01/2020
Linhagem: Produgdo C57BI/6 Foto referéncia: 14

L. A Resultados
Bactérias Método

(Positivos/Total)

Bordetella bronchiseptica PCR 0/1
Corynebacterium kutscheri PCR 0/1
Helicobacter spp. PCR 0/1
Mycoplasma pulmonis PCR 0/1
Pasteurella pneumotropica PCR 0/1
Staphylococcus aureus Cultura/PCR 0/1
Streptococcus pneumoniae PCR 0/1
Streptococcus pyogenes PCR 0/1
Citrobacter rodentium Cultura 0/1
Klebsiella oxytoca Cultura 0/1
Klebsiella pneumoniae Cultura 0/1
Pasteurella multocida Cultura 0/1
Proteus mirabilis Cultura 0/1
Pseudomonas aeruginosa Cultura 0/1
Salmonella spp. Cultura 0/1

DTAPEP — Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP
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DTAPEP Iy
Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa MMA
Biotério Central da FMUSP -
Ne Cliente/ Sequéncia: 7245/63922 Sexo: Macho
Procedéncia: INCA Idade: 13 a 44 semanas
Espécie: Camundongo Data: 28/01/2020
Linhagem: Produgdo NSG Foto referéncia: 15
. 3 Resultados
Bactérias Metodo
(Positivos/Total)
Bordetella bronchiseptica PCR 0/1
Corynebacterium kutscheri PCR 0/1
Helicobacter spp. PCR 0/1
Mycoplasma pulmonis PCR 0/1
Pasteurella pneumotropica PCR 0/1
Staphylococcus aureus Cultura/PCR 0/1
Streptococcus pneumoniae PCR 0/1
Streptococcus pyogenes PCR 0/1
Citrobacter rodentium Cultura 0/1
Klebsiella oxytoca Cultura 0/1
Klebsiella pneumoniae Cultura 0/1
Pasteurella multocida Cultura 0/1
Proteus mirabilis Cultura 0/1
Pseudomonas aeruginosa Cultura 0/1
Salmonella spp. Cultura 0/1

DTAPEP — Diretoria Técnica de Apoio ao Ensino e Pesquisa
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP
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ANEXO D - RESULTADO TESTE BIOQUiIMICO AUTOMATIZADO







