EDITCORA

y
bch J() Books

FIOCRUZ

Classificacdo dos animais de laboratorio quanto ao status
sanitario

Sebastido Enes Reis Couto

ANDRADE, A., PINTO, SC., and OLIVEIRA, RS., orgs. Animais de Laboratério: criacdo e experimentacao
[online]. Rio de Janeiro: Editora FIOCRUZ, 2002. 388 p. ISBN: 85-7541-015-6. Available from SciELO Books
<http://books.scielo.org>.

D080

All the contents of this work, except where otherwise noted, is licensed under a Creative Commons Attribution-Non
Commercial-ShareAlike 3.0 Unported.

Todo o contetido deste trabalho, exceto quando houver ressalva, é publicado sob a licenca Creative Commons Atribuicao -
Uso N&o Comercial - Partilha nos Mesmos Termos 3.0 Ndo adaptada.

Todo el contenido de esta obra, excepto donde se indique lo contrario, esta bajo licencia de la licencia Creative Commons
Reconocimento-NoComercial-Compartirlgual 3.0 Unported.



lassificacio dos Animais de Laboratorio
quanto ao Status Sanitario

Sebastiao Enes Reis Couto

INTRODUCAO

Quanto mais uniforme os animais utilizados na experimenta¢do, menor serd o niimero necessario para
atingirmos o padrao de exatidao ou receptibilidade. Por isso, os pesquisadores estabeleceram os animais como
um dos mais refinados componentes da experimentacao.

Apés varios anos de pesquisa, foram descobertas numerosas linhagens de animais consangiineos e hibridos
capazes de reduzir as varidveis causadas por diferencas genéticas e, mais recentemente, classificaram os animais
quanto ao stalus sanitirio ou ecoldgico, visando a prevenir erros induzidos por diferencas ambientais.

A classificacio dos animais quanto ao status sanitirio ou ecolégico pode ser definida como a relacio dos
animais com o seu particular e especifico ambiente. Este ambiente inclui os organismos associados aos animais
e os organismos presentes dentro dos limites do ambiente fisico e barreiras sanitdrias. O conjunto de organismos
associados ¢ denominado microbiota (virus, bactérias, fungos e parasitas), e quanto mais eficientes forem as
barreiras sanitarias deste ambiente, menores as chances de contaminacao dos animais.

A partir dessa definicao, podemos classifica-los em trés grupos distintos:

- Animais Gnotobiéticos;
- Animais Livres de Germes Patogénicos Especificos (Specific Fathogen Free — SPF);
- Animais Convencionais.

ANIMAIS GNOTOBIOTICOS

GNOTOBIOTICO — palavra de origem grega (gnoto = conhecer + biota = vida)

DEFINICAO: s3o animais que possuem microbiota associada definida e devem ser criados em ambientes
dotados de barreiras sanitarias absolutas. Outra definicio comumente usada: sao os animais que possuem
flora microbiolégica conhecida, nio existente ou nao detectavel.

A produgdo de animais desse padrdo sanitirio somente é possivel mediante sua manutengio em
equipamentos especiais, como 1soladores.

A evolugio tecnolgica dos isoladores permitiu o avanco da gnotobiologia, ciéncia que teve micio com
Pasteur, que questionava a sobrevivéncia de organismos superiores na auséncia de bactérias. Nesse tipo de
estudo, equipamentos como os isoladores siao imprescindiveis. Diferentes materiais foram utilizados no
desenvolvimento das primeiras unidades, que evoluiram para ago inox plastico rigido, acrilico, fibra de vidro
etc. (Gustafsson, 1948). Porém, os 1soladores rigidos apresentaram algumas dificuldades praticas e técnicas
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(acomodacio da pressao etc.). O sucesso definitivo no avanco tecnolégico dos isoladores somente foi alcancado
em 1957, quando Trexler e Reynolds desenvolveram o isolador flexivel, mais adequado pela transparéncia,
que permite a visao total de seu interior e pela flexibilidade, que facilita a sua manipulacio. Esse novo modelo
permitiu o uso mais extenso dos isoladores com aplicabilidade pratica em diferentes dreas, como em laboratérios
de pesquisa, biotérios e até na indastria.

O termo gnotobiético (vida conhecida) pode ser utilizado tanto para animazs livres de germes como para
aqueles contaminados com um ou mais organismos detectaveis. Assim, em virtude da quantidade de microbiotas
que estejam associados ao animal, este pode ser classificado como germfree (GF) ou Flora Definida (FD).

G:ERMFREE (GF)

DEFINICAO: sdo animais totalmente livres de microbiota, 1sto ¢, isentos de quaisquer parasitas internos e
externos, bactérias, fungos, protozodrios, algas, richetsia e virus. Um termo similar usado neste contexto é
animais axénicos (animais livres de vida associada).

Virios animais tém sido criados e mantidos livres de germes, tais como: ratos, camundongos, cobaias,
coelhos, galinhas, porcos, peixes, macacos, carneiros e caes. Embora com alguns desses animais nao se tenha
obtido sucesso em sua reproducao no ambiente GE, os camundongos e ratos tém respondido muito bem.

OBTENGAO: 0 método primdrio de obtencao de animais GFE, é por meio da intervencio cirtdrgica (histerectomia
estéril do ttero gravidico) e sua subseqiiente ntrodugao num isolador estéril. Os embrides em desenvolvimento
sao protegidos da contaminagdo pela barreira placentria, uma membrana semipermedvel constituida de
tecidos placentdrios que limita o tipo e a quantidade de material ‘trocado’ entre a mae e os fetos no ttero.
Dentro desse ambiente protegido, os fetos sao essencialmente descontamiados, mas, apés o parto, sao
geralmente expostos a varios organismos. Para se obter camundongos GF, o problema estd na preservagao do
estado virtual nao-contaminado apés a perda da protegao da barreira placentéria.

Para que os recém-nascidos possam sobreviver, o titero deve ser removido da camundonga gravida (fémea
doadora) no periodo de 24 horas que antecede o parto. O periodo de gestacao da camundonga varia em cada
linhagem, mas geralmente seu limite fica entre 19 a 21 dias.

Ap6s a morte da mae doadora, mediante o deslocamento cervical, a parte ventral do abdémen ¢é preparada
para a cirurgia. Inicialmente, faz-se a tricotomia e, entao, o corpo da fémea é imerso numa solucao esterilizante
(a temperatura corporal de 36 °C a 37 °C). Coloca-se 0 animal em uma bancada e sobre 0 abdémen uma tira
adesiva de plastico estéril. Uma incisao na linha média ¢ feita através do plastico e da pele.

A seguir, abre-se a pele € o peritonio, expde-se o ttero e liga-se proximo aos ovdrios e na cérvix com fio
cirdrgico ou com pingas hemostaticas, cortando-o em seguida. Liberado o titero, este deve ser colocado em um
recipiente contendo solucdo esterilizante, com temperatura entre 36 °C a 37 °C, com o objetivo de proteger os
filhotes em seu interior contra possivel contaminagio e choque térmico. Logo em seguida, transporta-se para
o interior de um isolador o recipiente com o ttero, através de um tanque de imersao com substancia esterilizante,
ou através do porto de passagem do 1solador, utilizando substincia esterilizante (icido peracético), vaporizado
com auxilio de um nebulizador acionado por corrente de ar comprimido.

Uma vez dentro do 1solador, remove-se o titero gravidico do recipiente e, entao, cuidadosamente, retiram-
se os filhotes, limpando-os e ativando-lhes a circulacio e a respiracio, mantendo-os aquecidos e ligados a
placenta por um pequeno periodo antes de remové-los para a gaiola da ama-de-leite.

Os recém-nascidos obtidos assepticamente nos 1soladores estéreis ém a op¢ao de usar uma ama-de-leite
GF ou amamentacao manual para manté-los.
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O parto da ama-de-leite deve ocorrer sempre um pouco antes da introdugio do ttero da fémea doadora
para assegurar aos recém-nascidos a alimentagao, ja que estard em plena lactagao. E muito importante ter a
certeza de que a ama-de-leite e os recém-nascidos nao sejam perturbados por algumas horas, a fim de que sua
adaptacao seja facilitada. Para confundir o olfato da ama-de-leite, recomendamos o uso da prépria ‘cama’ e/ou
da urina sendo colocada sobre os recém-nascidos, compelindo-a a aceitd-los como seus proprios filhos.

Se nao houver nenhuma ama-de-leite disponivel, é necessdrio amamentar os recém-nascidos manualmente.
Essa técnica ¢ extremamente cansativa, trabalhosa e nem sempre bem-sucedida, tornando-se frustrante na
maioria dos casos e sendo raramente utilizada.

A maioria das colénias de GF ¢ obtida pelo método de ama-de-leite. Estas podem ser obtidas em criagoes
comerciais e usadas para obtencgao de GF e de outra classificagio ecoldgica. O estado GF é o primeiro degrau
para atingirmos os animais de Flora Definida e SPE.

Todo material (racao, dgua, cama, gaiolas etc.) a ser introduzido no 1solador deve ser esterilizado, porém
podem ocorrer falhas na operagao e materiais nao-estéreis que podem comprometer a qualidade dos animais.

O fato de que algumas bactérias e muitos virus sao dificeis de se cultivar ou detectar limita o grau ao qual
o animal pode ser chamado de GF, assim como também os procedimentos operacionais para a obtencao desses
animais nao sao infaliveis. Infelizmente, a barreira placentaria nao bloquera toda contaminacao. Alguns virus,
portanto, sdo conhecidos por transporem essa eficiente barreira. Um exemplo desse tipo de transmissao mtra-
uterina ou vertical € o virus da Corio Meningite Linfocitica. Pollard (1966) indicou que os agentes da leucemia
entraram na colonia pela barreira placentiria ou pelo plasma seminal sem que tivessem certeza da rota.

Se animais GF podem ser obtidos de colonias existentes que tenham sido testadas e sdo reconhecidas
como livres de agentes que possam ser transmitidos verticalmente, as chances serao maiores de se alcancar o
verdadeiro estado GE. Em qualquer nivel para a classificacio desses animais, devemos testa-los para uma
ampla variedade de microorganismos, uma vez que os animais GF nao sao antigenos free. Existem organismos
mortos mais intactos nos alimentos e na ‘cama’, diretamente associados aos animais e que estdo sujeitos a
numerosas estimulacdes antigénicas.

UTILIZACAO: apesar dessas limitagoes, informacoes suficientes foram utilizadas para fazer dos animais GF
uma ferramenta adicional de pesquisa no estudo do cincer, da imunologia, das radiacdes, doencas entéricas,
dentérias e nutricionais etc.

FLORA DEFINIDA (FD)

DEFINICAO: s20 animais GF que foram intencionalmente contaminados com microorganismos ou parasitos
especificos. Sao continuamente monitorados para constatar a presenga dos organismos selecionados e a
auséncia de outros.

Também o termo monoxénico ¢ usado quando o animal foi contaminado, deliberadamente, com apenas
um tipo de microbiota, o que equivale a dizer que possui um microbiota associado. Dixénico é o termo
designado ao animal contaminado, deliberadamente, com dois tipos de microbiota e polixénico ¢é relativo ao
animal contaminado, deliberadamente, com vérios microbiotas.

OBTENCAO: 0 primeiro passo para a obtencio de animais de FD € obter-se animais GF, uma vez que esse
estado ¢ alcangado e confirmado por teste laboratorial. Qualquer ntimero de microorganismos pré-
selecionados pode ser administrado, de vdrias maneiras, aos animais. Um dos métodos adotados ¢ a
transferéncia dos animais GF do 1solador para um equipamento de barreira restrita (outro isolador).
Uma vez dentro desse equipamento, o animal GF pode ser alimentado com racao saturada com
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microorganismos especificos. Os animais nascidos nesse ambiente sdo contaminados por microorganismos
através da amamentacao, contato com a ragao, com a ‘cama’ e com as fezes de seus pais. Para maior
confiabilidade, inoculamos cultura pura dos contaminantes selecionados, antes de retira-los do 1solador.
Depois que a flora selecionada estiver estabelecida, os animais devem ser testados e entao transferidos
para outro isolador.

UTILIZACAO: a selecdo da flora ideal depende do pesquisador que vai usar o animal. Uma quantidade
considerdvel de pesquisa tem sido feita para restabelecer a relagao entre a flora entérica selecionada e a
taxa de crescimento, susceptibilidade a infeccao experimental e o efeito de endotoxinas.

ANIMAIS LIVRES DE GERMES PATOGENICOS ESPECIFICOS (SPF)

DEFINICAO: sao animais livres de microorganismos e parasitos especificos, porém niao necessariamente
livres de outros nao-especificos.!

Também denominamos Animais Livres de Germes Patogénicos Especificos (Specific Fathogen Free — SPF),
ou heteroxénicos, aqueles que nao apresentam microbiota capaz de lhes determinar doencas, ou seja, albergam
somente Microorganismos nao-patogénicos.

Sua criacdo € realizada em ambientes protegidos por barreiras sanitdrias rigorosas, as quais podem ser resumidas
do seguinte modo: cada vez que se entra nas dreas onde se encontram os animais, os técnicos devem tomar banho
e utilizar uniforme esterilizado. Todo material a ser utilizado (pecas do vestidrio, racdo, gaiolas, ‘cama’, agua,
bebedouro e outros) deve ser esterilizado, seja por meio de autoclavacio, cimara com gis esterilizante ou por
solucio esterilizante em guiché de passagem de materiais. Sua criacio também pode ocorrer dentro de isoladores.

OBTENCAO: animais SPF sdo obtidos e mantidos livres de contaminantes especificos (condi¢oes opostas
dos animais FD, os quais sdo intencionalmente expostos a contaminantes especificos).

Para se estabelecer uma colonia de animais SPE, animais GF sao infectados com flora conhecida e nao-
patogénica. Entao, o animal SPF ¢ alojado em um ambiente estéril, porém nao necessitando mais de isoladores.
Os materiais utilizados para sua criacao e manutencao podem ser transferidos para ambientes estéres, através
de barreiras fisicas e quimicas.

A freqiiente monitora¢iao dos animais SPF ¢ absolutamente necessaria, para se ter certeza de que os
contaminantes indesejaveis nao se estabeleceram. A freqiiéncia e a quantidade de amostras necessarias para
essa avaliacao devem ser padronizadas de acordo com a instituigao. E necessario, no entanto, colher-se amostras
ao acaso dos animais, materiais, equipamentos e do ambiente.

UTILIZAGAO: os animais SPF estao sendo cada vez mais utilizados, a medida que os pesquisadores necessitam
de respostas mais confidveis e seguras de seus experimentos.

ANIMAIS CONVENCIONAIS

DEFINICAO: s3o animais que possuem microbiota indefinida por serem mantidos em ambiente desprovido
de barreiras sanitdrias rigorosas.

I Nomenclatura recomendada pelo Comité Internacional de Animais de Laboratério, em 1964.
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Sua criagdo apresenta apenas principios basicos de higiene nos quais se procede somente a limpeza e
desinfeccao do ambiente e material utilizado. Quanto ao pessoal técnico, em geral, realiza-se apenas troca de
uniforme (avental) para o trabalho com os animais.

Por causa da dificuldade de uma definicao precisa de animais convencionais, muitos mal-entendidos tém
surgido entre diferentes centros e fornecedores de equipamentos. O método para classificacao desses animais
consiste em definir que aqueles que nao sao germfree, Flora Definida, ou SPE, sdo arbitrariamente chamados
de Convencionais.

Por defini¢ao propria, animais que nao sao espontaneamente infectados por alguns microorganismos pato-
génicos sao considerados convencionais, ao passo que animais infectados com todos os microorganismos
também sdo considerados convencionais. Dessa forma, temos alguns animais mais convencionais do que
outros, embora ainda se ajustem aos limites da nossa defini¢ao.

Como problema pratico, muitas vezes a escolha do grau convencional dos animais depende primariamente
de dois fatores:

- origem dos animais;
- condigdes sob as quais os animais sio mantidos durante a experiéncia.

Obviamente, o que se pretende fazer com os animais é a chave para o problema. Isto €, nao faz sentido pedir-
se animais SPF e colocd-los diretamente num ambiente altamente contaminado. O processo de receber os animais
¢ também importante. Quarentena e testes sio necessarios quando os animais convencionais sao recebidos, a
menos que o nvestigador queira aceitar qualquer infeccio que esses animais possam ter. Enquanto outra
classificacdo ecoldgica requer sistemas especiais de estrutura fisica, o prédio para colonia de animais convencionais
varia desde as possiveis barreiras sanitdrias até espagos sem ventilagao e iluminacao. E claro que esses extremos do
ambiente podem ser tolerados pelos animais convencionais porque estes ja se encontram de alguma forma resistentes.
A maioria dos animais usados em pesquisa, nos tltimos 30 anos, tem sido convencional. Eles sao relativamente
mais baratos para se produzir e manter, sao adequados propriamente a determinados experimentos e tém sido
usados praticamente em todo tipo de pesquisa, desde a genética até a cirtirgica.
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