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“Jamais considere seus estudos como uma obrigagdo, mas

como uma oportunidade invejavel para aprender a conhecer a
influéncia libertadora da beleza do reino do espirito, para seu prdoprio
prazer pessoal e para proveito da comunidade a qual seu futuro
trabalho pertencer. Tenha em mente que tudo que vocé aprende

na escola é trabalho de muitas geracées. Receba essa heranca,
honre-a, acrescente a ela e, um dia, fielmente,

deposite-a nas maos de seus filhos.”

Albert Einstein



SILVA, Jorge Ricardo Ferreira da. Avaliacao sanitaria do Biotério de Criacao:
uma contribuicdo para a melhoria da qualidade dos animais de laboratério
produzidos no CPgAM. 2013. Dissertacao (Mestrado Profissional em Saude Publica)
— Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, 2014.

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar os procedimentos e praticas de rotina visando
a melhoria na qualidade dos animais de laboratério produzidos no biotério de criacao
do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da FIOCRUZ-PE. Foi realizado,
inicialmente, um estudo para obtencao de indicadores do perfil sanitario ambiental e
animal que permitiu tracar um diagnédstico, visando propor estratégias de acao para
garantia da qualidade dos animais. Para o diagnéstico ambiental foram coletadas
amostras utilizando swabs estéreis e exposicdo de placas de Petri para isolamento
bacteriano e fungico. Foi observada prevaléncia bacteriana das espécies
Staphylococcus  xilosus;  Staphylococcus equorum; Staphylococcus lentus;
Staphylococcus ssp; Acinetobacter baumannii e Sphingomonas paucimobilis e
prevaléncia fungica dos géneros: Aspergillus sp; Penicillum sp; Cladosporium sp;
Paecilomyces sp; Aerobasidium sp; Paecilomyces sp e Geotrichum sp. Para o
diagnéstico sanitario animal, 64 camundongos das linhagens Swiss, BALB/C e
C57BL/6, foram enviados para o laboratério do Servico de Controle de Qualidade
Animal (SECQUAL) do Centro de Criacdo Animal (CECAL) da FIOCRUZ-RJ, com
ocorréncia de Pseudomonas sp, Pasteurella sp, Syphacia sp, Entamoeba sp, Giardia
muris e tricomonideos.Foram elaborados POPs relacionados as atividades, com o
objetivo de eliminar ou diminuir os desvios na execuc¢ao das tarefas fundamentais do
biotério. Com base nos resultados, conclui-se que o diagnéstico sanitario evidenciou
a realidade do setor, onde a implementagdo das medidas sanitarias associadas ao
ajustamento do manejo animal, baseados nos corretos procedimentos operacionais,
possibilitara aprimorar a qualidade sanitaria do servigco do biotério.

Palavras chaves: Controle de Qualidade; Animais de Laboratério; Academias e
Institutos.



SILVA, Jorge Ricardo Ferreira da. Sanitary evaluation of the vivarium of creation:
a contribution to improviement of the health of laboratory animals produced at
the CPqAM. 2013. Dissertation (Professional Master in Public Health) — Aggeu
Magalhdes Research Center, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2014.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the procedures and routine practices
aimed at improving the quality of laboratory animals produced in a vivarium creation
of Aggeu Magalhdes Research Center-FIOCRUZ/PE. A study to obtain indicators of
environmental or animal health profile that allowed us to outline a diagnosis, aiming
to propose action strategies for quality assurance of the animals was initially
performed. For environmental diagnostic the samples were collected using sterile
swabs and petri dishes exposure to bacterial and fungal isolation. Was observed the
prevalence of bacterial species Staphylococcus xilosus, Staphylococcus equorum,
Staphylococcus lentus, Staphylococcus spp., Acinetobacter baumannii and
Sphingomonas paucimobilis, and the prevalence of fungal genera Aspergillus spp,
Penicillium spp., Cladosporium spp., Paecilomyces spp., Aerobasidium spp.,
Paecilomyces spp. and Geotrichum spp. For animal health diagnosis , 64 strains of
Swiss mice, BALB/c and C57BL/6, were sent to Laboratory Animal Quality Control —
Animal rearing Center at FIOCRUZ-RJ, occurring Pseudomonas spp., Pasteurella
spp., Syphacia spp., Entamoeba spp., Giardia muris and tricomonideos. POPs
related activities were developed whit the aim to eliminate or reduce the deviations in
the implementation of the fundamental tasks of the vivarium. Based on the results, it
is concluded that the sanitary diagnosis showed the reality of the sector, where the
implementation of sanitary measures associated with modification of animal
management, based on correct operating procedures, allow improving the quality of
health service vivarium.

Keywords: Quality Control. Animals, Laboratory. Academies and Institutes.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela sua grandeza e pelo seu amor incondicional, pelos dons que me
destes e pelos relacionamentos que possibilitam o meu crescimento pessoal.
Sempre mostrando o caminho das solugcées dos problemas, nas aflicdes, nas
tristezas e nas dificuldades do dia a dia. Obrigado por me guiar e iluminar com sua
presenca divina no mais intimo do meu ser.

Agradeco as minhas maes (Creusa e Cleonice) pela minha formacgao
domeéstica e familiar, onde a dedicacdo e exemplo de vida, alicercada na humildade,
dignidade e no respeito com o proximo foram ensinamentos concretos.

A minha familia: Maximira, Carolina e Gabriela pelo apoio durante as etapas
mais dificeis do mestrado.

Aos meus orientadores Dr. Luiz Alves e Dr. Adolpho Antoniol pela amizade,
disponibilidade e dedicacdo de transmissdo de conhecimentos e sugestées que
possibilitaram este trabalho.

A equipe técnica do biotério de criacdo: Josivaldo, Roberto e Carlos Lopes
pela contribuicdo nas coletas de dados microbiol6gicos.

As amigas e colaboradoras Dyana Leal e Ana Paula Sampaio do
LBCM/Aggeu, pela grande ajuda durante todo processo microbiolégico deste
trabalho.

A equipe do LBCM/Aggeu: Fabio Brayner, Yara Nakazawa, Eduarda
Mangueira, Nairomberg Portela, Catarina Freitas, Everton Morais, Adriana Souza,
Eveline Souza e Gabriel Gazzoni pela colaboragdo no processo de isolamento
microbioldgico das amostras.

A Dr2 Nilma Cintra pela dedicacéo e apoio na elaboragdo do projeto, empenho
na aquisicdo de recursos financeiros, esclarecimentos e sugestées que
possibilitaram este trabalho.

A Dr? Ana Albertina do Departamento de Bacteriologia do Laboratério Central
(LACEN) da Secretaria Estadual de Saude de Pernambuco pela colaboragdo na
identificagdo das espécies bacterianas.

A Mégine Cabral pela colaboragdo na editoracédo deste texto.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram no desenvolvimento e

construcao deste trabalho.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABNT - Associacao Brasileira de Normas Técnicas

AC - Acao Corretiva

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BHI - Brain Heart Infusion

BPL - Boas Praticas de Laboratério

Ciuca - Cadastro das Instituicdes de uso Cientifico de Animais
CEP - Comité de Etica em Pesquisa

CPgAM - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes

cQ - Controle da Qualidade

CEUA - Comissdo de Etica em Uso Animal

ClBio - Comisséo Interna de Biosseguranca

CTNBio - Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca
CTBio - Comissao Técnica de Biosseguranca

CONCEA - Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
dB - Decibéis

EPC - Equipamento de Protecao Coletiva

EPI - Equipamento de Protegéo Individual
FIOCRUZ - Fundacao Oswaldo Cruz

FDA - Food and Drug Administration

GLP - Good Laboratory Practices

HEPA - High Efficiency Particulate Air

Hz - Hertz

IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
ISO - International Organization for Standardization
MS - Ministério da Saude

NR - Norma Regulamentadora

NBR - Norma Brasileira

OGM - Organismo Geneticamente Modificado

SPF - Specific Pathogen Free

UR - Umidade Relativa



VGD - Ventilagdo Geral Diluidora
VMA - Ventilagdo Microambiental



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1 Animais de laboratoério

1.1.1 Classificacdo quanto ao status sanitario
1.1.2 Classificacdo quanto ao status genético
1.1.2.1 Animal Outbred ou Ndo-consanguineo
1.1.2.2 Animal Inbred ou Consanguineo

1.2 Instalacoes e barreiras sanitarias

1.3 Macro e microambiente

1.3.1 Ventilacéao

1.3.2 Temperatura

1.3.3 Umidade

1.3.4 lluminacao

1.3.5 Ruido

1.4 Qualidade em biotérios

1.5 Biosseguranca em biotério

1.6 Boas praticas

2 JUSTIFICATIVA

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

3.2 Objetivos especificos

4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

4.2 O ambiente de estudo

4.3 Levantamento microbioldgico

4.3.1 Levantamento microbiolégico ambiental
4.3.2 Levantamento microbiolégico animal
4.4 Procedimentos operacionais padrao

5 CONSIDERACOES ETICAS

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Levantamento microbiolégico ambiental

6.1.1 Isolados bacterianos

12
13
14
16
16
17
17
19
20
22
22
23
24
24
25
29
32
33
33
33
34
34
34
36
36
39
41
43
44
44
44



6.1.2 Isolados fungicos

6.2 Levantamento microbioldgico animal
6.3 Procedimentos operacionais padrao
6 CONCLUSAO

REFERENCIAS

52
55
56
61
62



12

1 INTRODUCAO

A ciéncia dos animais de laboratério tem caminhado em sinergia com a
evolucao tecnoldgica e aos avangos cientificos obtidos no decorrer da ultima década
em protocolos que utilizaram animais como biomodelos experimentais. Aliado a isso,
conceitos de bioética, engenharia, biosseguranca e biosseguridade, e mais
recentemente os conceitos de gestdo da qualidade, como as boas praticas em
laboratérios (BPL), tem contribuido assertivamente para aumentar a acuracia das
respostas experimentais.

Esse somatério de conceitos multidisciplinares aplicados a criacédo, producao
e experimentagdo com animais de laboratério fez com que o conceito genérico de
“biotério” venha sendo substituido por terminologia mais académico-cientifica como
Vivarium; biomodelos animais; animais de laboratério entre outros.

O Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (Cecal) da Fundacédo
Oswaldo Cruz (Fiocruz) é considerado historicamente uma referéncia na producao
de biomodelos animais de qualidade, chegando a produzir linhagens dos mais
diversos genético e sanitariamente SPF (Specific patogen free). Da mesma maneira,
a unidade pernambucana da Fiocruz, o Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
(CPgAM) dispbe de biotérios de criagdo e experimentagcdo e que necessitam de
politicas institucionais de busca pela qualidade em seus processos, produtos e
servicos.

Os critérios na pesquisa cientifica exigem animais com padrdo sanitario
conhecido o que tem contribuido para que instituicdes nacionais invistam na
melhoria das instalagdes de criacdo e experimentacdo animal, contribuindo para que
a ciéncia de animais de laboratério exerca um importante papel para a sociedade,
tendo em vista que a qualidade e a saude dos animais utilizados podem interferir
marcantemente nos resultados de pesquisas, 0os quais muitas vezes serao aplicados
aos seres humanos (MAJEROWICZ, 2005).

Atualmente, o biotério de criagdo do CPgAM dispde de caracteristicas fisicas
e operacionais que o0 colocam em posicdo intermediaria quanto ao tipo de
classificacao do perfil sanitario, mas que ao mesmo tempo, ndo preconiza nenhum
guide ou normas na condugdo, monitoramento ou controle de qualidade das suas
colénias de animais de laboratério. Vislumbrando identificar pontos criticos nos

processos e nas praticas de rotina nas instalacées, e consequentemente gerar
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indicadores que aprimorem a gestao de qualidade dos animais de laboratorio criados
no biotério de criacdo do CPgAM, objetivou-se com este estudo, propor a
padronizacao de procedimentos e praticas de rotina visando a melhoria da qualidade
dos animais de laboratério produzidos no biotério de criacdo do CPqAM.

1.1 Animais de laboratorio

H& mais de um século os animais de laboratério vém sendo utilizados nas
diferentes areas das pesquisas biomédicas, promovendo 0 avango no
desenvolvimento cientifico e tecnoldégico em saude. Por décadas os animais de
laboratério foram utilizados na investigacdo de diagnéstico, como simples
instrumento de trabalho, sem qualquer preocupacédo com sua qualidade sanitaria. Os
institutos de investigacdo ndo possuiam estrutura adequada bem como recursos
humanos adequadamente habilitados para desenvolver atividades com animais de
laboratério (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

Até o ano 1960, a mortalidade dos animais de laboratério em experimentacgao,
muitas vezes em decorréncia de patogenias naturais, era aceita como parte do
processo experimental (BAKER, 1998).

Em 1959, o zoologista William M. S. Russell e o microbiologista Rex L. Burch
publicaram o livro The Principles of Humane Experimental Technique, no qual
estabeleceram o principio dos 3 Rs: Replace, Reduce e Refine, sugerindo a
substituicdo do uso de animais por modelos alternativos nao sensiveis, a reducao do
numero de animais por experimento e o refinamento das técnicas e procedimentos
que seriam realizados nos animais, 0 que trouxe avangos significativos para a
Ciéncia em Animais de Laboratério (RUSSEL; BURCH, 2012).

A partir dos anos de 1980, Com a utilizacdo de testes soroldgicos de
anticorpos especificos, houve uma reducgéo significativa da incidéncia de patégenos
em animais de laboratério (BAKER, 1998).

O avango tecnolégico da “Ciéncia em Animais de Laboratério”, mudou
paradigmas e comportamentos de pesquisadores e profissionais que utilizam
animais em pesquisas. Melhorias foram desenvolvidas e implementadas em
instalagdes, equipamentos, procedimentos de sanitizacdo, nutricdo, iNnsumos,
controle ambiental, manejo animal e treinamento de recursos humanos, resultando

em grande reducdo na variagdo e prevaléncia de patégenos encontrados,
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contribuindo para a saude e o bem estar dos animais de laboratério (BAKER, 1998;
FEDERATION OF EUROPEAN LABORATORY  ANIMAL  SCIENCE
ASSOCIATIONS, 1999).

O marco da experimentacao animal no Brasil ocorreu em 15 de julho de 2009
pelo Decreto presidencial que regulamentou a Lei n® 11.794/2008, conhecida como
Lei Arouca, que dispde sobre a criacao e a utilizacdo de animais em atividades de
ensino e pesquisas cientificas em todo o territério nacional. Com o advento dessa
lei, foram criados o Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA); o Sistema de Cadastro das Instituicdes de Uso Cientifico de Animais
(Ciuca) e as normas para funcionamento das Comissdes de Eticas em Uso Animal
(CEUASs), cujo objetivo € garantir o atendimento ético e humanitario do uso de
animais para fins cientificos (BRASIL, 2012; UNIVERSIDADE DE SAO PAULO,
2012).

A utilizacao de modelos animais “definidos” e que atendam aos parametros de
qualidade genética e sanitaria sdo condicbes sine qua non para diminuir as
variagdes nos resultados experimentais. Segundo Andrade, Pinto e Oliveira (2002),
animais de laboratério definidos sdo aqueles criados e produzidos sob condi¢des
ideais e mantidos em ambiente controlado, com conhecimento e acompanhamento
microbiolégico e genético seguro, obtidos por monitoracao regular.

Os animais de laboratério produzidos como modelos para pesquisas, controle
de qualidade de imunobiolégicos, ensaios pré-clinicos de farmacos e vacinas, entre
outros, devem possuir caracteristicas sanitarias, enquadradas em um padrdo de
qualidade adequado, sendo avaliadas rotineiramente, visando a certificagdo das
colonias de criagdo. E necessario, portanto, permanente supervisdo para aplicagdo
correta das técnicas de manejo e adequacao das instalagdes, garantindo condicdes
sanitarias, bem como o monitoramento das condi¢des ambientais recomendadas a

cada espécie, propiciando bem-estar e homeostase (MAJEROWICZ, 2005).
1.1.1 Classificacdo quanto ao status sanitario

Andrade, Pinto e Oliveira (2002) definem status sanitario como sendo a
relacdo dos animais com seu particular e especifico ambiente. Este ambiente inclui
0s organismos presentes dentro dos limites do ambiente fisico e barreiras sanitarias.

Visando evitar a ocorréncia de enfermidades nos animais, todas as precaucdes



15

devem ser tomadas no sentido de prevenir a introducdo de agentes indesejaveis,

assegurando um status sanitario definido para os animais de laboratério.

Os animais de laboratério podem ser classificados conforme a microbiota

associada e a complexidade do sistema de barreiras de protecdo nos quais séo

mantidos, podendo ser classificados sanitariamente em:

a)

d)

e)

animais convencionais - sdo animais que possuem microbiota indefinida,
mantidos em ambiente desprovido de barreiras sanitarias rigorosas, onde sao
criados com principios basicos de higienizacao, realizando apenas a limpeza
e desinfeccdo do ambiente e do material utilizado (ANDRADE; PINTO;
OLIVEIRA, 2002; MAJEROWICZ, 2005);

animais monitorados (convencionais controlados) - alojados em
instalac6es com sistema de barreira de baixa seguranca com monitoramento
periddico, revelam-se livres da maioria dos micro-organismos patégenos e
outros nao patdégenos associados sao desconhecidos (MAJEROWICZ, 2005);
animais gnotobidticos - sdo animais que possuem microbiota associada
definida, sendo criados em ambientes dotados de barreiras sanitarias
absolutas, onde sua producédo s6 € possivel por meio de manutencao em
isoladores, e de acordo com o numero de micro-organismos associados a sua
biota, podem ser classificados em monobidtico, dibidtico e polibidtico.
(ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002; MAJEROWICZ, 2005);

animais livres de microrganismos patogénicos especificos (Specific
pathogen free - SPF) - sdo aqueles animais livres de micro-organismos e
parasitos especificos, porém nao necessariamente livre de outros nao-
especificos e sua criacao é realizada em ambientes protegidos por barreiras
sanitarias rigorosas e eficientes ou alojados em equipamentos que lhes
garantam seu padrao microbiolégico (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002;
MAJEROWICZ, 2005);

animais axénicos ou germfree - sdo animais totalmente livres de micro-
organismos e livres de todas as formas associadas de vida, obtidos atraves
de histerectomia estéril do utero gravidico e subsequentemente mantidos em
isolador estéril (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002; MAJEROWICZ, 2005).
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1.1.2 Classificacdo quanto ao stafus genético

A disponibilidade de animais de laboratério, por si s6 ndo traduz a importancia
que representam nos resultados dos experimentos em que estdo envolvidos. E
preciso observar que determinadas caracteristicas sdo fundamentais para que os
animais desempenhem suas funcgdes satisfatoriamente. Os animais produzidos com
a finalidade de serem utilizados em pesquisas devem possuir caracteristicas
genéticas e sanitarias avaliadas rotineiramente, visando a certificacdo de padrdes
pré-estabelecidos (MAJEROWICZ, 2005).

De acordo com a caracterizacdo genética, os animais de laboratério podem

ser classificados em: animal outbred e animal inbred ou consanguineo.
1.1.2.1 Animal Outbred ou Ndo-consanguineo

E aquele constituido por uma carga genética de elevada heterozigose (99%),
onde a manutencdo das caracteristicas genéticas ou perpetuacdo da mesma,
permite utilizar alguns sistemas de acasalamento, tais como: Sistema de
acasalamento ao acaso, utilizado para colénias com numero de unidade
reprodutiva superior a 100, onde a chance de acasalamento de machos e fémeas
quaisquer da populacao, seja igual para todos os animais. Com esse sistema de
acasalamento preservam-se 0s genes e suas frequéncias ao longo de geracdes sem
a observancia de selecdo ou mutagdes. Outro método de acasalamento € o
rotacional, que é indicacao para colénias com numero de unidades reprodutivas de
25 a 100, que tem como objetivo: evitar o acasalamento de parentes préximos e
assegurar que a geracao seguinte venha de uma origem mais ampla de pais do que
ocorreria se fosse ao acaso (MAJEROWICZ, 2005).

Neste tipo de sistema podemos citar os métodos de Falconer e o de Poiley
como os mais utilizados em biotérios de criacdo. O método de Falconer consiste em
utilizar a fixacdo de um dos sexos e rotacionar o outro, formando um grupo de
origem igual ao sexo fixado. O método de Poiley consiste em dividir a colénia de 3 a
12 grupos e quanto menor o numero de unidades reprodutivas, maior o niumero de
grupos formados. Tais métodos sdo empregados onde existe uma continua
substituicido das colénias sem distingdo entre geragdes e os acasalamentos sio
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arranjados de maneira sistematica, com a escolha ou descarte de animais,

observando a eficiéncia reprodutiva das unidades acasaladas.
1.1.2.2 Animal Inbred ou Consanguineo

E o produto de 20 geracdes consecutivas do acasalamento entre irmaos, ou
pais e filhos, onde obtem-se um indice de homozigose de (99%), permitindo assim,
que a propagacao de uma linhagem sempre tente diminuir ao maximo a divergéncia
genética, o que faz com que todos os animais de uma mesma espécie e linhagem,
mantidos em um biotério de criacdo estejam ligados a um ancestral comum, por

intervalo minimo de geracgoes.
1.2 Instalacoes e barreiras sanitarias

As espécies animais devem ser criadas ou mantidas em instalagdes
apropriadas e sob condigdes que permitam a padronizacdo, visando garantir ou
minimizar a perda do padrdo de qualidade, proporcionando o bem-estar com
condigdes ambientais necessérias aos animais (MAJEROWICZ, 2008).

Biotérios constituem-se em instalacbes capazes de produzir e manter
espécies de animais destinadas a servir como modelos biolégicos, para atender as
necessidades dos protocolos cientificos, ensino, producédo e controle de qualidade
nas areas biomédicas e biotecnolégicas (CARDOSO, 2001).

Para que se obtenha resultados experimentais confiaveis é imprescindivel
que o perfil genético dos animais se mantenha estavel, e que sejam mantidos em
condicbes sanitarias adequadas. Isto sugere que um biotério seja uma éarea
protegida ao acesso de animais externos, bem como de pessoas nao vinculadas
diretamente as areas de criacdo (KRUGER; WEIDLE; BARRETO, 1986).

Basicamente, um biotério apresenta-se dividido em duas éareas internas:
producédo e apoio. A area de producdo é aquela relacionada com as atividades de
criagdo propriamente dita: salas de animais (criagdo, crescimento, quarentena e
experimentagdo), enquanto a area de apoio estd relacionada com as atividades de
suporte a area de producdo, consistindo de area de limpeza, higienizacao,
esterilizagdo, estoque de alimentos e insumos, onde as interacbes destas areas
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estabelecem relacbes caracterizadas por requisitos ambientais, morfoldgicos e
funcionais (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

Como principio fundamental de zoneamento é necessario que 0s espacos
produtivos, mantenham entre si uma clara distincao funcional de forma a serem
facilmente identificados e utilizados para os fins a que se destinam, mantendo
barreiras de passagens dos fluxos sujos para o limpo. Idéntico critério devera ser
aplicado em relacdo aos espacos de apoio, na medida em que a maior parte destes
espacos se localiza na area suja (KRUGER; WEIDLE; BARRETO, 1986).

A forma em que os espacos distintos de um biotério se apresentam, permite
que se estabeleca uma definicao das instalagcées, em conformidade com o tipo de
atividade a ser desenvolvida, bem com o sistema de producdo e a quantidade e
complexidade das barreiras sanitarias empregadas (LAPCHIK; MATTARAIA; KO,
2009).

Segundo Kruger, Weidle e Barreto (1986), barreira sanitaria € um sistema que
combina aspectos construtivos, equipamentos e métodos operacionais que buscam
estabilizar as condicbes ambientais de areas restritas, minimizando a probabilidade
de patégenos ou outros organismos indesejaveis de contatarem ou infectarem a
populacédo de animais de areas limpas.

Em virtude da definicdo de barreira sanitaria ser bastante ampla, ela pode ser
operacionalizada em maior ou menor complexidade, dependendo do padréao
sanitario exigido pelo biotério. A definicdo do padrao sanitario € importante para a
edificacdo, instalacdo e manutencdo do biotério, pois interfere diretamente no custo
operacional, pois quanto maior a padronizacdo microbiolégica dos animais, maior o
custo operacional (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

Com o objetivo de minimizar ou impedir a introducao de agentes indesejaveis
um biotério deve apresentar as seguintes condicoes:

a) menor numero de pontos de acesso as instalagdes, impedindo assim, a
entrada de animais e vetores, eventuais veiculos patogénicos;

b) sistema de ventilacdo e refrigeracdo adequado as exigéncias das espécies
animais, assegurando a filtracdo do ar in loco e evitando a contaminacao
cruzada das areas;

c) desinfeccao frequente das superficies e equipamentos;
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d) esterilizacdo ou desinfeccdo, além da estocagem adequada de materiais e
insumos direcionados ao biotério;

e) utilizacao de sistema de esgotamento sifonado, com fechamento dos drenos.

1.3 Macro e microambiente

A condicao sanitaria dos animais é determinada ndo somente pela origem
destes, mas também pelo meio em que vivem, afetando diretamente suas respostas
bioldgicas, fisiolégicas e etolégicas. Sendo assim, os biotérios devem ser projetados
para atender as recomendacbées para a criacdo e manutencdo de animais,
minimizando os efeitos do meio ambiente na homeostase do animal; onde um bom
programa de gerenciamento das instalacées e dos ambientes deve permitir aos
animais crescer, desenvolver e reproduzir, mantendo uma boa saude e bem-estar
(CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007).

As técnicas de padronizacdo do meio ambiente detiveram-se, durante muito
tempo, em aperfeicoar as salas de animais sob o ponto de vista microbioldgico.
Modernamente com a constatacdo cientifica do impacto ambiental na criacao e
experimentagdo animal, houve a necessidade de padronizacdo do meio ambiente
sob o ponto de vista fisico, sabendo-se que as reagdes biolégicas dos animais de
laboratério estdo correlacionadas as condicées sanitarias, genéticas e aos fatores
relacionados ao meio ambiente, onde temperatura, umidade, taxa de troca do ar,
iluminacao e os niveis de ruidos podem afetar a saude, o comportamento e o bem-
estar animal, influenciando nos resultados de pesquisa ou ensaios experimentais
(LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

Segundo Andrade, Pinto e Oliveira (2002), um biotério apresenta dois
ambientes diferenciados:

a) macroambiente - compreendido por tudo que se encontra do lado externo
das gaiolas, como: instalacdes, temperatura, umidade relativa, iluminacao,
sistema de ventilacao e filtragdo de ar e ruido;

b) microambiente - definido como sendo o espaco imediatamente préximo ao
animal, compreendido pela gaiola ou caixa de criagcdo, cama, odores,
densidade populacional, agua e ragao, com parametros préprios para
temperaturas, umidade relativa, composicao de gases e particulas do ar.
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1.3.1 Ventilacédo

O sistema de ventilacdo adequadamente instalado e controlado serve para
evitar a propagacao de odores e agentes patdégenos transportados pelo ar. A
atmosfera na qual os animais vivem, devem oferecer condicbes que permitam o
animal desenvolver suas atividades sem obstaculos. A fungéo principal do sistema
de ventilacao é fornecer oxigénio, diluir gases e particulas contaminantes, remover
os produtos do metabolismo em geral, como por exemplo: odores desagradaveis e a
poeira desprendida da maravalha, podendo prejudicar a saude dos animais
(LAINETTI, 2009).

O modelo de ventilagdo usado no manejo de animais de laboratério é de
fundamental importancia na reducao de poluentes e manutencdo de sua saude.
Animais mantidos sob Ventilacdo Geral Diluidora (VGD) sao expostos a altos niveis
de poluentes presentes no ambiente (pd, bactérias, etc.) ou a poluentes produzidos
pelo metabolismo animal e excretados dentro das gaiolas (amdnia e didéxido de
carbono) que podem contribuir para o aparecimento de patologias respiratérias,
lesbes oculares e diminuicdo da funcdo imunoldgica animal. Outro modelo de
ventilacdo preconizado e atualmente mais aceito € o sistema de Ventilagéo
Microambiental (VMA) que possui um controle eficiente dos poluentes gerados no
microambiente, usados em racks e estantes ventiladas.

Os métodos de controle do ar incluem sua filtracao ou ainda o uso de gaiolas
microventiladas que ajudam a reduzir a presenca de micro-organismo. O uso de
filtros no sistema de ventilagéo constitui-se como pratica mais importante no controle
de contaminacao de ar em biotério, e muitos deles, utilizam filtros absolutos HEPA
(high efficiency particulate air), com o propésito de diminuir o risco da entrada de
micro-organismos indesejaveis (SMITH, 1999).

Medidas de controle do ar associadas a adequados procedimentos de
limpeza e correta densidade populacional das gaiolas e salas de criacdo, ajudam a
reduzir o nimero de particulas e a contaminacdo do ar. Padrées minimos de
controle no macro e microambiente estabelecem ambientes com maior estabilidade,
mais economia, sem doencgas e cientificamente mais aceitos, o que confere mais
confiabilidade nos resultados experimentais (MINAGAWA, 2007).

Em paralelo as preocupacdoes sobre o uso de animais de laboratorio,

desenvolveu-se também a preocupacdo com o bem estar e a seguranca das
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pessoas que manuseiam animais de laboratério em seus ambientes de trabalho,
uma vez que estas correm riscos de adquirirem doencas ocupacionais pela
presenca de contaminagdes zoondticas ou por desenvolvimento de alergias. A
prevencdo requer o uso de Equipamento de Protecdo Individual (EPI) e
Equipamento de Protecdo Coletiva (EPC), aplicacdo de modernos avangos
tecnoldgicos no desenho das instalagcbes do biotério e nas rotinas de trabalho,
apresentando recursos humanos com formacgao apropriada e infraestrutura basica
de pesquisa que inclua os centros de criagdo de animais de laboratério (POLITI;
PIRTRO; SALGADO, 2008).

Nos ultimos anos, varios estudos tém demonstrado que muitos casos de
infeccbes em ambientes fechados em servicos de saude se encontram relacionados
a falta de manutencao de ar condicionados, pois estes equipamentos possibilitam a
proliferacao de bactérias e fungos capazes de sobreviver em ambientes secos por
longos periodos. Os problemas relacionados com o desconforto e a saude de
ocupantes de ambientes fechados, climatizados artificialmente, tém surgido com
freqUéncia crescente e vem sendo objeto de atencdo de pesquisadores em saude
publica (AFONSO et al., 2004).

Em biotérios é essencial um sistema de insuflacdo e exaustdo do ar, com
trocas regulares de ar nas salas de criacdo e experimentacado animal, com controle
de temperatura e umidade, possibilitando diminuir a presenca de poluentes e odores
de amobnia. Tal sistema deve ser capaz de retirar possiveis patdégenos, geralmente
suspensos no ar e apresentar eficaz filtracado para reter particulas de poeiras
(MEZADRI; TOMAZ; AMARAL, 2004).

Os padroes e normas para manutencao da qualidade do ar em ambientes
climatizados de servico de saude exigem cuidados importantes como: renovacao de
ar com mais que 12 trocas de ar externo/hora; uso de filtros de alta eficiéncia;
localizagdo da fonte de captagcédo de ar longe de fontes poluentes, fezes de pombos,
vegetacdo abundante e construgdes; limpeza mensal dos componentes do sistema
de climatizacao, quinzenal para os componentes hidricos e semestrais para a o
sistema de dutos de ar (ETCHEBEHERE et al., 2005).

Etchebehere et al. (2005), descrevem que os sistemas de ar condicionado
podem albergar bactérias, virus e fungos que sao capazes de sobreviver em
ambientes secos por longos periodos e que 0S principais micro-organismos

evidenciados como potencialmente causadores de infeccdo em humanos séo:
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Bacillus sp., Flavobacterium sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Mycobacterium tuberculosis, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae,
Actinomyces sp., Paracoccidioides sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Cladosporium
sp., Fusarium sp. e virus da influenza.

Em virtude da crescente preocupacao com a qualidade do ar em ambientes
fechados e climatizados artificialmente, o Ministério da Saude (MS), aprovou a
Portaria n® 3.525, em 28 de agosto de 1998, que tem como objetivo minimizar o risco
potencial a saude dos usuarios, bem como controlar e reduzir a populacao
microbiana nos ambientes. Em cumprimento ao dispositivo do Art. 29, da Portaria
3.525, a Resolucdo n° 09 de 16 de janeiro de 2003, regulamenta a definicdo dos
parametros fisicos, quimicos e biolégicos, suas tolerancias, métodos de controle e
pré-requisitos de projetos de instalacdo e execucao de sistema de climatizacao
artificial (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003; BRASIL, 1998).

1.3.2 Temperatura

Fator ambiental de impacto relevante para o conforto dos animais e para a
validacdo experimental, o qual costuma ser mantido pelo resfriamento ou
aquecimento do ar que entra nas salas de criagdo, formando um complexo de
condicionamento de ar, devendo ser periodicamente monitorado, tendo como zona
de conforto de 21°C a 24°C para pequenos roedores e de 18°C a 20°C para cobaias
e coelhos.

Mudancas na temperatura podem provocar estresse térmico nos animais
mantidos em biotérios, interferindo no seu metabolismo, causando modificacoes
comportamentais e fisiologicas com alteracbes nas atividades cardiacas e
respiratérias, imunoldgicas, reprodutora e alimentar, onde tais alteracées podem
levar a erros de avaliacao nas pesquisas que consideram as reac¢des dos individuos
como indice de monitoramento (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002; LAPCHIK;
MATTARAIA; KO, 2009).

1.3.3 Umidade

Segundo Lapchik, Mattaraia e Ko (2009), umidade relativa do ar (UR) que é a
relacdo entre a pressado do vapor d’dgua na atmosfera e a pressdo do vapor do ar
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saturado na atmosfera, exerce juntamente com a temperatura uma funcéo
preponderante na dissipacdo de calor pelos animais. Com a ocorréncia de uma
producédo de vapor d’agua continua, por meio da respiracao e pela evaporacao da
urina, a umidade dentro da gaiola tende ser mais alta do que na sala, o que
demanda um controle mais eficaz para prevenir situagcdo de estresse e manter a
higidez animal. Observa-se que a (UR) deve ser estabelecida dentro dos padrbes
normais adequados para cada espécie, entre 45% a 55% de (UR), de forma a evitar
0 aparecimento de doencas respiratorias.

1.3.4 lluminacao

Os animais de laboratério tém sido criados em ambientes controlados,
principalmente quanto a iluminagéo, sendo a artificial a mais aconselhada para o
uso, levando em consideracdo que a qualidade espectral da luz, o ciclo de luz
(fotoperiodo) e a intensidade luminosa, interferem no ciclo reprodutivo e no
metabolismo dos animais (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

O ciclo reprodutivo de muitas espécies de animais € controlado pele duracéo
do dia (ritmo circadiano), uma vez que o estimulo da luz produz variacées nos niveis
hormonais. Variagées sazonais sdo minimizadas com a manutengédo constante de
luminosidade, geralmente 12h de luz x 12h de escuro, parecem ser 0s mais
adequados a manutencao e reproducao animal. Observa-se também, que o uso da
luz fria causa menos irritacdo do que a luz incandescente e a obtencdo de
iluminacdo natural passada através de janelas e vidracas, é desaconselhavel, pela
falta de controle e por apresentar uma espectrometria desfavoravel, a qual os
animais de laboratério sao insensiveis, além de elevar a carga térmica do ambiente,
aumentando o custo com equipamentos de climatizacdo (LAINETTI, 2009).

A maioria das espécies de animais usadas em biotérios é de habito noturno,
portanto a iluminacdo inadequada pode gerar resultados equivocados no
experimento devido as alteracdes nas respostas bioldgicas, onde é recomendado
que a intensidade de luz dentro da caixa de criacdo, nao ultrapasse 60 LUX (medida
de intensidade de luz em unidade), e nas salas de criagdo recomenda-se entre 350
a 400 LUX, um metro acima do piso e diretamente abaixo da fonte de luz (VALERO
et al., 1990).
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1.3.5 Ruido

Nos biotérios 0 som é uma importante variavel do meio ambiente fisico,
originados por ruidos dos mais variados tipos e intensidade provocados por
operacdes de alimentacao e limpeza, funcionamento de equipamentos, vocaliza¢des
de pessoas e dos proprios animais, bater de portas, entre outros (KRUGER;
WEIDLE; BARRETO, 1986).

Os ruidos sao avaliados pela intensidade, que € medida em decibéis (dB) e
pela frequéncia (agudez do som), que é medida em Hertz (HZ). As frequéncias
inaudiveis ao homem sado chamadas de infra-som (som grave) e ultra-som (som
agudo). A maioria dos animais, incluindo os animais de laboratério, ouve sons de
freqiéncias superiores aquelas audiveis pelo homem, sendo a faixa de freqiéncia
de 2 a 95 KHZ audivel para camundongos (LAINETTI, 2009).

Em salas de criacdo de roedores, geralmente é encontrado nivel de 50 dB,
sendo aceitavel o nivel de até 85 dB; porém, niveis de ruidos duradouros de 94 dB
ou mais, sao prejudiciais a audicdo humana. As condi¢cdes de manejo devem prever
medidas para diminuir a intensidade dos ruidos e o periodo de exposicdo a eles,
visando fornecer conforto auditivo para as pessoas que trabalham no ambiente, bem
como bem-estar dos animais de laboratério (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009;
VALERO et al., 1990).

Na manutencdo do bem-estar animal, o controle dos niveis de ruidos nos
biotérios € de grande importancia, pois as alteracbes sonoras tém efeitos
acumulativos e demoram a serem percebidos, onde os ruidos intermitentes sdo mais
prejudiciais que os continuos. Os impactos mais observados quando os niveis de
ruidos excedem aos recomendados sao danos fisicos ao aparelho auditivo,
alteracbes nas respostas imunoldgicas, alteragdes reprodutivas, canibalismo,
reducdo do peso corporeo e alteracées no sistema neuroenddcrino dos animais
(LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

1.4 Qualidade em biotérios

A preocupacao com a qualidade de maneira geral, vem de longa data. A
qualidade como objeto de atencdo gerencial pdde ser identificada desde os
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primérdios da atividade manufatureira, nos séculos XVIII e XIX, ainda no periodo em
que predominava a produgado em carater artesanal (NEHME, 2008).

A definicao de qualidade, proposta por Falconi (2004), afirma que o controle é
representado pelas técnicas operacionais e as atividades definidas que confirmem a
qualidade a um produto ou servico que satisfaca determinados requisitos, com
abrangéncia desde a concepcdo do projeto até o produto final e que atenda
perfeitamente as exigéncias, no prazo determinado.

A qualidade dos animais de laboratério é determinada pela interacdo de
multiplos fatores, os quais precisam ser bem conhecidos de forma a serem
padronizados dentro de um sistema de controle que permita avalia-los
rotineiramente, modificando-os quando necessario e visando sempre a manutengao
da qualidade do produto final. Os animais de laboratério sdo considerados
elementos fundamentais da experimentacdo, portanto, € indispensavel a sua
padronizacao para uso em pesquisas, pois diminui o0 numero de animais necessarios
para atingir a exatidao do experimento (MEZADRI; TOMAZ; AMARAL, 2004).

1.5 Biosseguranca em biotério

O conceito de Biosseguranca e sua respectiva aplicacdo tém como objetivo
principal dotar os profissionais e as instituicbes de ferramentas que visem
desenvolver as atividades com um grau de seguranca adequado, seja para o
profissional de saude, seja para o animal, seja para o meio ambiente ou para a
comunidade. Neste sentido podemos definir Biosseguranca como sendo a condicédo
de seguranga alcancada por um conjunto de a¢des destinadas a prevenir, controlar,
reduzir ou eliminar riscos inerentes as atividades que possam comprometer a salude
humana, animal, vegetal e 0 ambiente (BRASIL, 2006).

Em 1995, em virtude da Lei n® 8.975/1995, a Fiocruz instituiu a Comissao
Técnica de Biosseguranca (CTBio), vinculada a Vice-Presidéncia de Tecnologia,
visando implementar uma politica de biosseguranca da Instituicdo. No sentido de
atender as demandas dos 6rgdos reguladores e também de contribuir para o
pioneirismo da FIOCRUZ na area de biosseguranca, foi Criada em 1998 a Comissao
Interna de Biosseguranca (CIBio) do CPgAM, que foi constituida, inicialmente,
conforme exigéncias da Lei n® 8.794/1995, revogada pela Lei n® 11.105/2005 que
estabelece normas de seguranca para Organismo Geneticamente Modificados
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(OGM), seguindo a regulamentacdo da Resolucdo Normativa n® 1/2006, da
Comisséao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), sendo responsavel pelas
diretrizes de Biosseguranca do CPgAM (DOCENA et al., 2012).

Com constantes avangcos tecnoldgicos houve a necessidade de uma
regulamentagcdo no que concerne a manipulacdo de organismos patogénicos
convencionais em laboratério, onde as exigéncias de biosseguranca atualmente séo
definidas legalmente pelas seguintes regulamentacdes:

a) Norma Regulamentadora (NR) n® 32, que trata da Seguranca e Saude do
Trabalhador em Servico de Saude, publicada no Diario Oficial da Unido
através da Portaria GM n? 485, de 11 de novembro de 2005 (BRASIL, 2005) e
da Portaria GM n® 939, de 18 de novembro de 2008 (BRASIL, 2008). Esta NR
tem por finalidade estabelecer as diretrizes basicas para a implementacao de
medidas de protecdo a seguranca e a saude dos trabalhadores dos Servigos
de Saude, bem como daqueles que exercem atividades de promocao e
assisténcia a saude em geral. Classifica ainda os agentes biolégicos em
classes de riscos distintas, conforme a capacidade dos microrganismos de
causarem risco individual e para o trabalhador e para a coletividade;

b) Portaria n® 3.204, de 20 de outubro de 2010 (BRASL, 2010a), onde o
Ministério da Saude institui e aprova a Norma Técnica de Biosseguranca para
Laboratério de Saude Publica que especifica os requisitos gerais de
Biosseguranga, para a competéncia em realizar atividades laboratoriais, de
forma a prevenir, controlar, reduzir e/ou eliminar os fatores de risco inerentes
aos processos de trabalho que possa comprometer a saude humana, animal,
vegetal, o meio ambiente e a qualidade do trabalho realizado. Além disso,
articuladas com o Sistema de Gestao da Qualidade.

Os laboratérios que manipulam microrganismos patogénicos ou que tenham a
possibilidade de conté-los no material de trabalho sdo especiais. Nesses ambientes
de trabalho hé risco de se contrair doengas infecciosas, tanto pelo pessoal que nele
trabalhe como para aqueles que estdo préximos. Com a experiéncia adquirida ao
longo do tempo e com o desenvolvimento das ciéncias e de tecnologias, a
diminuicdo ou mesmo a eliminagcao dos riscos, se torna possivel quando se faz uso
de boas praticas laboratoriais e empregam-se as recomendacoes de biosseguranca
especificas ao nivel do risco em potencial (MAJEROWICZ, 2008).
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Segundo Docena et al. (2012), a Fiocruz em 2005, elaborou um documento
de procedimentos para manipulagdo de microrganismos patogénicos e/ou
recombinantes, indicando que os agentes biolégicos patogénicos para o homem e
animais sao distribuidos em classes de risco biolégico em funcdo de diversos
critérios, tais como: gravidade da infeccdo, disseminacdo no meio ambiente,
estabilidade do agente patogénico, endemicidade, modo de transmissao, existéncia
ou nao de medidas profilaticas e tratamentos eficazes, entre outros. Por sua vez, em
2010, o Ministério da Saude (BRASIL, 2010b),

classificacao dos agentes bioldgicos, que sao definidos segundo Quadro 1.

elaborou uma revisdo da

Quadro1 - Classificacao de risco de agentes bioldgicos, segundo a CTNBio.

CLASSES DE RISCO

Classe de risco 1

(baixo risco individual e para

comunidade)

Classe de risco 2
(moderado risco individual e limitado
risco para a comunidade)

Classe de risco 3
(alto risco individual e moderado risco
para a comunidade)

Classe de risco 4
(alto risco individual e alto risco para
a comunidade)

CARACTERISTICAS

Abrange os agentes bioldgicos nao incluidos nas classes de risco 2, 3
e 4 conhecidos por ndo causarem doengas ao homem ou aos
animais adultos e sadios (*).

Inclui os agentes biol6gicos que provocam infecgdes no homem ou
nos animais, cujo potencial de propagacao na comunidade e de
disseminagdo no meio ambiente é limitado, e para os quais existem
medidas terapéuticas e profilaticas eficazes.

Inclui os agentes biolégicos que possuem capacidade de transmissao
por via respiratéria e que causam patologias humanas ou animais,
potencialmente letais, para os quais existem usualmente medidas de
tratamento e/ou prevencgao.

Representam risco se disseminados na comunidade e no meio
ambiente, podendo se propagar de pessoa para pessoa.

Inclui os agentes bioldgicos com grande poder de transmissibilidade
por via respiratéria ou de transmissao desconhecida. Até o momento
ndo ha nenhuma medida profilatica ou terapéutica eficaz contra
infeccbes ocasionadas por estes. Causam doencas humanas e
animais de alta gravidade, com alta capacidade de disseminagéo na

comunidade e no ambiente.

Fonte: Brasil (2010b).

Nota: (*) Cabe destacar que a auséncia de um determinado agente biol6égico nas classes de risco 2, 3 e 4 ndo
implica a sua inclusdo automatica na classe de risco 1. Para isso devera ser conduzida avaliagdo, baseada nos
critérios de avaliagdo de riscos.

Os animais de laboratério representam um risco para quem 0s maneja, pois,

mesmo que nao experimentalmente infectados, podem causar danos por

mordeduras e/ou arranhaduras bem como, carreando agentes patogénicos, inclusive
zoondticos. Dessa forma, o risco de se adquirir infeccoes em biotérios nos quais as
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doencas infecciosas estao sendo estudadas, é grande. Assim, para se trabalhar com
seguranca e evitar acidentes, devem ser observadas e respeitadas as regras e 0s
procedimentos de trabalhos formulados para eliminar praticas perigosas e evitar
riscos desnecessarios (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

Os biotérios de criagdo e experimentacdo animal devem ser projetados de
acordo com o grupo de risco dos agentes manipulados e sob a visdo das
recomendacgdes dos Niveis de Biosseguranca Animal (NBA) (Quadro 2). Outros
fatores devem ser levados em consideragdo, em funcédo da particularidade de cada
biotério. Em relagdo aos animais, deve-se considerar sua agressividade e tendéncia
a morder, arranhar; os ecto e endoparasitos que possam estar presentes; as
zoonoses que sao susceptiveis e a possibilidade de disseminacao de alérgenos
(MAJEROWICZ, 2008).

Quadro 2 - Resumo dos Requisitos para Area Fisica e Instalacées de Biotérios, conforme o Nivel de
Biosseguranca Animal (NB1 a NB4).

(Continua)
REQUISITO NB1 NB2 NB3 NB4

Sinalizacao com simbolo de risco biolégico. R @] 0] O
Biotério separado da passagem publica. (0] (@) (0] O
Biotério isolado. R R @)
Lavatdrio para maos préximo a entrada/saida da sala de animais. (0] @] o*
Lavatorio para maos proximo a entrada/saida da sala de O O O
procedimentos.

Torneiras com acionamento sem o uso das maos. R O
Ventilacdo mecanica, sem recirculacao do ar para outras areas. (0] (0] (0] O
Filtro HEPA nas saidas de ar. (0] @]
Gradiente de pressao de ar nas salas de animais. R R (0] O
Portas de entrada e saida das salas de animais com intertravamento. R (0] (@)
Paredes, portas, tetos e pisos lisos impermeaveis e resistentes a (0] (0] (0] O

desinfeccao.

Antecamara de acesso ao biotério
- Com lavatorio e local para paramentacao. R 0]
- Dotada de portas com intertravamento.
- Pressurizacao com chuveiro e vestiario.
- Para equipamentos. R (0]

Separacao fisica dos corredores de acesso as salas de animais. R

Ol O O T O O
O O O Ol O

Tratamento de efluentes
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Quadro 2 - Resumo dos Requisitos para Area Fisica e Instalagdes de Biotérios, conforme o Nivel de
Biosseguranca Animal (NB1 a NB4).

(Conclusao)
REQUISITO NB1 NB2 NB3 NB4
Selagem/vedacao de frestas nas paredes, tetos, pisos e demais R (0] (0]
superficies.
Autoclave R (@) (0] O
- Dupla porta. R (0] (0]
Cabine de seguranca bioldgica nas salas dos animais. R (@) (0] O

Fonte: Adaptado de Pessoa et al. (2008).

Nota: * Avaliagao de risco deve proceder a determinagdo dos niveis de biosseguranga e medidas de contengao a
serem adotadas. Considerando, além de espécie animal, o risco potencial do agente, as atividades do biotério e
as condigbes locais. A opgao por estantes ventiladas e sistemas de gaiolas microisolodoras, constitui-se em
barreira adicional e nado pressupde a substituicdo das medidas de contengdo requeridas pelos niveis de
biosseguranga animal correspondente.

Legenda: R= Recomendado; O= Obrigatério.

A avaliacao de risco incorpora acdes que objetivam o reconhecimento ou a
identificacdo dos riscos e a probabilidade do dano proveniente destes, que sera
orientada por varios critérios que dizem respeito ndo s6 ao agente biolégico
manipulado, mas também a riscos fisicos, quimicos, ergonémicos, radioativos e a
espécie animal utilizada. Deve também contemplar as varias dimensbes que
envolvem a questdo, sejam elas relativa a procedimentos de boas praticas de
laboratério (BPL), a infraestrutura das instalacdes fisicas, equipamento de protecao
individual e coletiva, bem como a qualificacao profissional (BRASIL, 2006).

O manejo com animais de laboratério requer a utilizacdo e contato com
substancias quimicas e alérgenos potencialmente perigosos para a saude da equipe
de trabalho, para as instalagdes e para os proprios animais. Esses perigos podem
ser minimizados ou eliminados com o correto cumprimento de procedimentos
padronizados destinados a garantir a seguranca. O estabelecimento e a validacao
desses procedimentos sao de responsabilidade da geréncia do biotério, e devem ser
elaborados e aplicados através de cursos e treinamentos de capacitacao
permanente da equipe técnica (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

1.6 Boas praticas
O conceito formal de Boas Praticas de Laboratério (BPL) foi desenvolvido

pela primeira vez nos Estados Unidos da América, nos anos 70, por causa da

preocupacao da validade de dados provenientes de ensaios pré-clinicos submetidos
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ao “Food and Drug Administration” (FDA). Irregularidades na analise e inspecao nao
s60 de ensaios experimentais como também de instalagdes resultaram na
identificacdo de inadequado planejamento, incompetente execugdo de
experimentos, documentacao insuficiente, além de fraude (MAJEROWICZ, 2005).

Essas deficiéncias foram divulgadas publicamente no que ficou conhecido
como Audiéncia de Kennedy no Congresso Americano. O resultado dessa politica foi
a subsequente publicacdo, em 1976, pelo FDA de uma proposta de regulamentacao
sobre BPL. Em 1977, esses principios foram revisados e o regulamento tomou efeito
legal em junho de 1978 (McPHERSON 1984, ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2001 apud MAJEROWICZ, 2005).

No Brasil, as BPL aplicam-se, compulsoriamente, aos laboratérios que
trabalham nas areas de toxicologia, ecotoxicologia e ecossistemas no contexto da
legislagdo ambiental do IBAMA. As diretrizes e os principios das BPL foram
publicados pela primeira vez pelo Inmetro em 1995. Atualmente, sdo aplicados os
critérios contidos na Norma Inmetro n? Nit-Dicla-028, baseados em documentos
originais da Organisation for Economic Co-Operation and Development (OECD), que
reune critérios para o credenciamento de laboratérios de ensaios segundo os
principios BPL, ou seja, reune diretrizes para a concretizagdo de um sistema de
qualidade que abranja o processo organizacional e as condi¢des em que estudos
sdo planejados, gerenciados, desenvolvidos, monitorados, registrados, arquivados e
relatados (INMETRO, 2003).

BPL € hoje reconhecida como um padrdao de qualidade, tanto que foi
incorporada na declaracdo da OECD, desde 1997 (DENT, 1998). Os principios de
BPL sao muito flexiveis e uma interpretagao precisa é requerida na aplicacdo do
processo. Um sistema de BPL, como todo sistema da qualidade, é dinamico (e nao
estatico) com continuas implementacdes, dependendo da evolugdo do estado da
arte, que é essencial. Consequentemente, apresentam varias dificuldades, como os
diferentes modos de aplicagdo dos principios da BPL. O conhecimento, a
experiéncia e a adogao por todos aos principios das BPL — combinado com o
conhecimento do problema - sdo mandatorios para selecionar correta e
adequadamente o0s métodos a serem aplicados (BRUNETTI, 2002 apud
MAJEROWICZ, 2008).

O papel do laboratério no que diz respeito a adocao de sistema que assegure
a consisténcia requerida ao produto, reflete a necessidade de boas praticas como
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parte da garantia da qualidade (MILSTIEN, 2002). Toda Unidade Organizacional
(UO) deve ter Procedimentos Operacionais Padrdao (POP) escritos, revisados,
numerados e aprovados, como documento da qualidade, pela Unidade da Garantia
da Qualidade (UGQ). Garante-se, assim, que as condicoes técnicas e de
gerenciamento dos fatores que influenciam na qualidade dos ensaios que compdem
um estudo sejam aderentes aos critérios da BPL (INMETRO, 2003). Uma colecéo de
bons POPs é um pré-requisito para o sucesso de conformidade de BPL. A
composi¢ao de um sistema de POPs é, muitas vezes, a mais importante agéo e
exige consumo de tempo para a conformidade desse trabalho (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2001 apud MAJEROWICZ, 2008).

Conceitos de Boas Praticas de Laboratério, Procedimentos Operacionais
Padrao padronizacao dos animais de laboratério e as Instru¢gdes Normativas da
CTNBio devem ser aplicados em todo o processo de criacdo animal. Os POPs
devem ser escritos, revisados, numerados e aprovados como documentos para
qualidade e seguranca do biotério, devendo ser adotadas medidas, através das
normas preconizadas, protocolos e procedimentos, aliados ao treinamento e
capacitacdo da equipe de profissionais do biotério (LAPCHIK; MATTARAIA; KO
2009).
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2 JUSTIFICATIVA

No biotério de criacdo do CPgAM, utiliza-se animais com padrao sanitario
convencional controlado, possuindo em suas instalacbes barreiras sanitarias
rigorosas, tais como: micro isoladores, cabines de troca de animais, fluxo
unidirecional continuo e manutencao preventiva dos equipamentos; além de rotinas
de monitoramento sanitario das col6nias e das instalagdes. Elementos estes que
auxiliam na identificacdo das possiveis ndo conformidades do biotério de criacao,
possibilitando assim, propor solugbes pontuais e integradas, para melhoria da
qualidade dos animais produzidos e mantidos no biotério de criagdo do CPqAM.

O estabelecimento de rotinas para avaliagdo e monitoramento dos padrdes de
qualidade sanitaria das colénias do biotério de criacdo do CPgAM, se faz necessario
para identificar os vieses atribuidos aos protocolos de manejo zootécnico, assim
como da eficiéncia das barreiras sanitarias empregadas na produgédo dos animais de
laboratério.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Propor avaliar as condi¢cdes sanitarias do biotério, visando a melhoria da

qualidade dos animais de laboratério produzidos no biotério de criagdo do CPgAM.

3.2 Objetivos especificos

a) obter indicadores do perfil sanitario ambiental e animal do biotério de criacao
do CPgAM que permitam tragar um diagndstico para o estabelecimento de
estratégias de agédo para melhoria da qualidade dos animais;

b) propor procedimentos operacionais padrao relacionados as praticas de
manejo das colbnias;

c) propor procedimentos de monitoramento microbiolégico das instalagdes e
equipamentos;

d) propor procedimentos de monitoramento sanitario dos animais do biotério de

criagao.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Este estudo teve carater exploratério e descritivo, com natureza finalistica de
descrever a situacdo sanitaria do biotério de criagdo do CPgAM/Fiocruz-PE, por
meio de analises microbiolégicas dos animais e do ambiente, a fim permitir elaborar
uma proposta de padronizacdo de procedimentos e praticas de rotina para a
melhoria da qualidade dos animais.

4.2 O ambiente de estudo

O presente estudo foi realizado utilizando-se as instalagbes do Biotério de
Criagéo e do Laboratério de Biologia Celular e Molecular (LBCM) do Departamento
de Parasitologia do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhaes/Fiocruz, localizado no
campus da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) no municipio de Recife-
PE.

O Biotério de Criacao enquadra-se na classificagdo quanto ao status sanitéario,
como sendo biotério convencional controlado, onde a producao animal destina-se ao
atendimento determinado pela demanda das pesquisas que utilizam animais de
laboratério, realizadas na instituicdo. Possui suas instalagdes divididas em area
administrativa e area técnica: corredor duplo (sujo e limpo), salas de criacdo com Air
Lock, area de higienizacao, area de estocagem de racao e maravalha, almoxarifado,
setor de quarentena e area de preparo de material esterilizado (Figura 1), onde é
empregado o uso de barreiras, associadas a um conjunto de medidas sanitarias
visando melhorar a qualidade dos animais.
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Figura 1 - Planta do biotério de criacao.
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Fonte: Centro de Pesquisas Aggéu Magalhéeé (2010).

O Biotério é dotado de um sistema de condicionador de ar com temperatura
entre 22 a 24 °C, umidade relativa entre 45 a 60% e ventilacdo geral diluidora (VGD),
com insuflagédo pelo teto e taxa de renovacgao regular de ar com 15 trocas por hora.

As salas de criacdo de camundongos possuem em quase sua totalidade, o
emprego de estantes ventiladas e racks com micro isoladores, com sistema de
ventilagdo micro ambiental (VMA), que utilizam filtros absolutos HEPA (Figura 2).
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Figura 2 — Sistema de ventilagao do biotério de criagao.

Fonte: O autor.
Nota: A= sistema de VGD; B= Grade de Insuflagdo de Ar; C= Estantes Ventiladas; D=
Racks com micro isoladores.

4.3 Levantamento microbioldgico

4.3.1 Levantamento microbiol6gico ambiental

O levantamento dos microrganismos foi realizado inicialmente com a
determinacao dos locais de estudo da area técnica, composta pelas salas de criagéo
de camundongos das linhagens Swiss, BALB/C e C57BL/6, setor de quarentena,
area do corredor limpo, area de higienizacdo e area de preparo de material
esterilizado.

As amostras foram coletadas no segundo semestre de 2012, sete dias apds a
desinfecgdo das areas com solugdo bactericida e fungicida de cloreto de alquil
dimetil benzil aménia (quaternario de amdnia), com diluicdo de 1:4000 I, segundo a
especificacao do fabricante.

As coletas foram realizadas em duas etapas, em pontos especificos
previamente determinados, levando em consideracdo o fluxo operacional, as
atividades desenvolvidas em cada setor, bem como a exposicdo dos pontos
passiveis de contaminacdo, abrangendo as seguintes superficies: mesa de apoio



37

para manejo da colénia; maganetas internas e externas das portas das salas de
criagdo da area limpa e da quarentena; maganeta do monta carga; bordo da bandeja
de maravalha e grades de Entrada de ar (insuflacéo) do sistema de ventilagcao geral
diluidora (VGD) do biotério (Tabela 1).

As coletas totalizaram 60 amostras divididas em: 32 amostras coletadas com
0 uso de swabs estéreis para isolamento de bactérias e 28 amostras coletadas com

abertura de placas de Petri para identificagao de fungos.

Tabela 1 - Distribuicdao das Amostras Microbioldgicas coletadas no 22 semestre de 2012
no Biotério do CPqAM.

Swabs (Bactérias) Placas de Petri
(Fungos)
Locais de coleta Pontos de coleta Agar Sabouraud
¢/ cloranfenicol
1- Sala de Producéao Swiss - Macaneta da Porta(limpa)M.P
- Mesa de Apoio. M.A 3 2
- Entrada de Ar. E.A
2- Sala de Fornecimento Swiss - Macaneta da Porta(limpa)M.P
- Mesa de Apoio. M.A 3 2
- Entrada de Ar. E.A
3- Sala de Criacao BALB/c e - Macaneta da Porta(limpa)M.P
C57BL/6 - Mesa de Apoio. M.A 3 2
- Entrada de Ar. E.A
4- Area da Quarentena - Macaneta da Porta(limpa)M.P
- Mesa de Apoio. M.A 3 2
- Entrada de Ar. E.A
5- Area do Corredor Limpo - Entrada de Ar. E.A 1 2
6- Area de Preparo (limpo) - Maganeta do Monta Carga. M.M.C
- Bordo da Bandeja da Maravalha.B.B.M 3 2
- Entrada de Ar. E.A
7- Area de Higienizagéo (suja) | = oo 2
Amostras da 12 Coleta 16 14
Amostras da 22 Coleta 16 14
Total de coletas 32 28

Fonte: O autor.

Na coleta das amostras para pesquisa de bactérias, foram utilizados swabs
estéreis, umidificados no momento da coleta com caldo BHI (Brain Heart Infusion),
introduzidos de forma asséptica, em tubos de ensaio estéreis e contendo caldo BHI;
em seguida transportados imediatamente para o LBCM, onde foram incubados em
estufa microbiologica a 37° C por 24 h, para analise de culturas crescidas. Através
do uso de cabine de fluxo laminar, as amostras positivas, foram semeadas em
placas de meio Agar sangue para isolamento de bactérias gram positivas e placas
em meio Agar EMB (Eosina azul metileno) para isolamento de bactérias gram
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negativas, em seguida colocadas em estufa a 37° C por 24 h para crescimento de
coldnias.

Obedecendo ao tempo determinado em estufa, as amostras com ocorréncia
de crescimento bacteriano, foram processadas segundo a técnica de coloracdo de
Gram, que tem como base a capacidade das paredes celulares de bactérias gram-
positivas de reterem o corante cristal violeta durante tratamento com etanol-acetona,
enquanto que as paredes de bactérias gram-negativas ndo o fazem (TRABULSI,
2005). Ap6s a confirmacao das caracteristicas das colbnias, as linhagens foram
submetidas as provas bioquimicas de catalase e manitol, objetivando definir a
diferenciacao de géneros.

Apbs o periodo de caracterizacdo e identificacdo em nivel de género, as
amostras bacterianas foram enviadas, em placas de Petri com meio Agar sangue,
para o Departamento de Bacteriologia do Laboratério Central (LACEN) da Secretaria
Estadual de Saude de Pernambuco, onde foram analisadas através do sistema de
automatizacao VITEK (Biomerieux) para identificacdo das espécies bacterianas.

A coleta das amostras para pesquisa fungica foi realizada no mesmo periodo
da coleta bacteriana. Para determinar o perfil microbiolégico das areas
referenciadas, utilizou-se o método de amostragem passiva de sedimentagéo
espontanea, com abertura de placas de Petri contendo meio de cultura seletivo com
antibiético para impedir o crescimento de bactérias.

O tempo de exposicao das placas foi de cinco minutos, considerando que nao
h& um padrao a ser seguido quanto a exposi¢cao. De acordo com Nunes (2005),

O tempo de exposicdo das placas de Petri, que certamente é um fator
relevante para o sucesso da técnica, ndo € padronizado e varia muito entre

os estudos realizados, onde alguns pesquisadores expdéem por 30 minutos,
ou menos, enquanto outros, por duas, quatro horas, ou mais.

Determinou-se a abertura por ambiente, de duas placas de Petri identificadas,
contendo meio de Agar Sabouraud com cloranfenicol, em locais de estudo da area
técnica do biotério. Em seguida as placas foram enviadas para o LBCM e mantidas
em estufas microbiolégicas a 30°C e 37°C por até 15 dias e apds este periodo,
foram realizadas as diferentes andlises fenotipicas como didmetro, bordos, textura e
coloragdo do verso e reverso das col6nias, producdo de pigmentos e tempo de
crescimento (BARNETT et al., 2000; De HOOG et al., 2000).
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Determinou-se a necessidade de coletar dados referentes ao perfil
microbiolégico dos bioteristas que participam das atividades com animais, visto que,
estes profissionais podem ser carreadores de patégenos para as colénias de
animais. Os dados foram obtidos através da consulta aos relatérios de avaliagdo de
saude dos bioteristas, os quais fazem parte do acervo de documentos do biotério.
Esses dados se baseiam na avaliagdo microbiolégica das maos e das fossas nasais,
realizada anualmente.

A avaliagdo microbiologica consistiu na utilizacdo swabs estéreis,
umidificados com caldo BHI, foram coletadas amostras das maos e das fossas
nasais dos bioteristas. Logo apds a coleta, os swabs foram introduzidos de forma
asséptica, em tubos de ensaio estéreis e identificados contendo caldo BHI; em
seguida transportados imediatamente para o LBCM, onde foram incubados em
estufa microbioldgica a 37° C por 24 h, para analise de crescimento bacteriano.

4.3.2 Levantamento microbiolégico animal

O levantamento microbiolégico das colénias de camundongos foi obtido
através dos dados do monitoramento sanitario animal realizado semestralmente pelo
biotério de criacdo, onde os dados analisados foram do segundo semestre de 2012.

Através da utilizacdo do Programa de Desenvolvimento Tecnolégico em
Insumos para a Saude (PDTIS) e do servigco de redes de plataformas tecnolégicas
da Fiocruz foram enviados 64 animais para a subunidade de andlises clinicas de
animais de laboratério (RPT14A) do Servico de Controle de Qualidade Animal
(SECQUAL) do Centro de Criacao Animal (CECAL) da Fiocruz, no municipio do Rio
de Janeiro.

Os animais foram enviados para avaliagdes microbiologicas, devidamente
alojados em caixas de transporte animal, via logistica institucional (Figura 3).
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Figura 3 - Animais enviados para analise microbioldgica.

Fonte: O autor.

Foram realizadas andlises virologicas, bacteriolégicas e parasitologicas
através de metodologias especificas: ELISA (ensaio imunoenzimatico), microscopia
Optica, macroscopia e cultura, nos micro-organismos analisados, de acordo com as
recomendagdes da Federation of Laboratory Animal Science Associations (FELASA)
(Quadro 3).

Quadro 3 - Recomendacdo de monitoramento sanitario para camundongos.

Continua
MICRORGANISMOS AMOSTRA METODOLOGIA
ViRUS SORO ELISA
Adenovirus (MAV) SORO ELISA
Citomegalovirus (MCMV) SORO ELISA
Ectromelia virus SORO ELISA
Parvovirus SORO ELISA
Pneumovirus decamundongos (PVM) SORO ELISA
Poliomavirus SORO ELISA
Reovirus tipo 3 (REO 3) SORO ELISA
Rotavirus (EDIM) SORO ELISA
Sendai virus SORO ELISA
Virus da Coriomeningite linfocitica murina (LCMV) SORO ELISA
Virus da Encefalomielite murina (Theiler) SORO ELISA
Virus da Hepatite Murina (MHV SORO ELISA

Virus Diminuto de Camundongos (MMV) SORO ELISA
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Quadro 3 - Recomendac¢ao de monitoramento sanitario para camundongos.

Conclusao
MICRORGANISMOS AMOSTRA METODOLOGIA

BACTERIAS )

Bordetella bronchiseptica TRAQUEIA/FEZES CULTURA
Bacillus associados aos cilios respiratérios SORO ELISA
Citrobacter rodetium TRAQUEIA/FEZES CULTURA
Corynebacterium bovis TRAQUEIA/FEZES CULTURA
Corynebacterium kutscheri TRAQUEIA/FEZES CULTURA
Klebsiella pneumoniae TRAQUEIA/FEZES CULTURA
Mycoplasma pulmonis SORO ELISA
Pasteurella ssp. TRAQUEIA/FEZES CULTURA
Pseudomonas ssp. TRAQUEIA/FEZES CULTURA
Salmonella ssp. TRAQUEIA/FEZES CULTURA
Staphylococcus haemolyticus TRAQUEIA/FEZES CULTURA
Staphylococcus aureus TRAQUEIA/FEZES CULTURA
Streptococcus beta hemolitico (exceto grupoD) TRAQUEIA/FEZES CULTURA
Streptococcus pneumoniae TRAQUEIA/FEZES CULTURA
Clostridium piliformis — Tyzzer SORO ELISA
Parasitas

Ectoparasitas: pulgas, &caros e piolhos PELOS ESTEROSCOPIA
Syphacia ssp INTESTINO MICROSCOPIA OPTICA
Aspiculuris tetraptera INTESTINO MICROSCOPIA OPTICA
Rodentolepis nana INTESTINO MICROSCOPIA OPTICA
Tricomonideos INTESTINO MICROSCOPIA OPTICA
Spironucleus muris INTESTINO MICROSCOPIA OPTICA
Giardia muris INTESTINO MICROSCOPIA OPTICA
Entamoeba ssp INTESTINO MICROSCOPIA OPTICA

Fonte: Federation of European Laboratory Animal Science Associations (1999).
Nota: ELISA- Ensaioimunoenzimatico

4.4 Procedimentos operacionais padrao

A politica da qualidade da Fiocruz tem como fundamento a melhoria continua
do Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ), segundo Modelo de Exceléncia de
Gestao Publica (MEGP) e o atendimento aos requisitos de regulamentos e normas
nacionais e internacionais da qualidade.

Neste sentido, o biotério de criacdo vem buscando constantemente o
aprimoramento e atualizacdo continua dos processos rotineiros de trabalho,
realizados nas diversas atividades, baseados nos principios € normas da qualidade
utilizadas no CPgAM.
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A elaboracao dos documentos da qualidade, como POPs gerenciais e de
equipamentos entre outros, teve como base o0s modelos existentes no
CPgAM/FIOCRUZ-PE, onde esses documentos passaram por readequacao para
atender as necessidades do biotério, baseados segundo os principios da BPL e da
norma NIT-DICLA-035, observando e respeitando a politica da qualidade, que ja
vem sendo implantada na instituicdo, através da Geréncia da Qualidade (GQ).

A decisao de elaborar os POPs, partiu da necessidade de uma uniformizacao
das atividades desenvolvidas no biotério, executadas de diferentes formas pela
equipe técnica, bem como a padronizacdo dos documentos, registros de dados,
resultados e adequacdes de técnicas que minimizariam a ocorréncia de desvios na
execucao das tarefas fundamentais para a manutencdo da qualidade dos animais
produzidos.
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5 CONSIDERACOES ETICAS

Estudo descritivo e avaliativo da qualidade sanitaria animal e ambiental do
biotério de criagao, através de coletas de amostras microbiolégicas. Onde o perfil
sanitario animal foi avaliado através dos dados obtidos do monitoramento realizado
semestralmente pelo biotério.

O estudo também teve carater descritivo e avaliativo, com intervencao e
envolvimento de seres humanos, onde foram analisados dados das coletas
amostrais realizadas semestralmente, com o objetivo de isolar possiveis micro-
organismos das maos e das fossas nasais dos bioteristas envolvidos nas atividades
com 0s animais em estudo.

Para realizacdo do estudo ndo houve necessidade de submissdo do projeto
aos comités de ética em pesquisa humana e animal (CEP e CEUA), Onde todos os
dados analisados foram considerados dados secundarios. O acesso e analise dos
dados foram autorizados através da emissdo da carta de anuéncia a coordenacao
do biotério.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Levantamento microbiolégico ambiental

6.1.1 Isolados bacterianos

Dentre as 32 amostras com isolamento bacteriano houve a prevaléncia para o
género Staphylococcus, com a ocorréncia das espécies: Staphylococcus xilosus,
Staphylococcus equorum, Staphylococcus lentus e algumas nao identificadas
(Staphylococcus ssp); gram-negativos: Acinetobacter baumannii e Sphingomonas
paucimobilis (Tabela 2)

Tabela 2 - Isolados bacterianos encontrados na area Técnica do Biotério.

BACTERIAS FREQ(lrJ‘I)"ENCIA :n?gé'lr-RDAEs PREV?O};)I"ENCIA
Staphylococcus ssp 20 32 62,5%
Staphilococcus xilosus 7 32 21,87%
Staphylococcus equorum 2 32 6,25%
Staphylococcus lentus 1 32 3,12%
Acinetobacter baaumannii 1 32 3,12%
Sphingomonas paucimobilis 1 32 3,12%

Fonte: O autor.

Estes resultados corroboram os relatados por Paula (2003) em um
levantamento relacionado a aeromicrobiota de ambiente de servico de saude, onde
encontrou 204 publicacées nos bancos de dados Medline e Lilacs. Este estudo
demonstrou uma diversidade dos tipos de micro-organismos relatados em termo de
género e espécie. O grupo mais encontrado foi o das bactérias Gram positivas,
especialmente o género Staphylococcus, que compreende 27 espécies, sendo que
muitas estdo associadas a infecgbes em seres humanos e despertam interesse em
todos os ambitos da area médica.

Os estafilococos sado bactérias Gram positivas, imoveis, de forma esférica,
medindo de 0,5 a 10 um, agrupadas em massa irregular em forma de “cacho”.
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Apresentam metabolismo respiratorio e fermentativo, atuando sobre carboidratos
com producdo de acidos, sendo aerdbias e anaerdbias facultativas (CUNHA;
STAMFORD, 2002).

De acordo com os resultados obtidos na area técnica do biotério, verificamos
a ocorréncia de estafilococos, sendo a espécie Staphylococcus xilosus entre as de
maiores prevaléncias achadas (21,87%). Possui caracteristica de ser encontrado
tanto em homens quanto em outros primatas, com implicagcdes em processos
infecciosos das vias urinarias e de endocardites em pacientes humanos
(KONEMAN, 2001).

Segundo Silva (2009) em seus experimentos em ambientes de servico de
saude, registrou a ocorréncia de 85 amostras de estafilococos, sendo destas, 13
amostras da espécie Staphylococcus xilosus sendo carreadas para ambiente
hospitalar, por formigas urbanas (Hymenoptera: Formicidae) das espécies Tapinoma
melanocephalum e Paratrechina longicornis, elevando o risco de veiculacdo de
estafilococos de coagulase negativa e de contaminacdo ambiental.

As espécies Staphylococcus equorum e S.lentus foram encontradas em
menor numero nos ambientes estudados, especificamente na maganeta das portas
e nas grades de saida de ar.

Koneman (2001) cita a existéncia de sete espécies de Staphylococcus de
origem animal, dentre elas o Staphylococcus lentus que forma parte da microbiota
normal de ovinos e caprinos e do Staphylococcus equorum como sendo uma rara
espécie de bactéria coagulase negativa que acomete a espécie equina e de
importancia patogénica indeterminada.

A ocorréncia dessas duas espécies de bactérias fora de seu ambiente normal,
visto que no biotério de criacdo do CPgAM, nao se cria as espécies ovina, caprina
nem tdo pouco equina, pode estar relacionada a racdo e a maravalha fornecida aos
animais, onde a logistica destes insumos é realizada por empresas terceirizadas,
que atende a diversos segmentos da pecuaria nacional, somado a quebra de
barreiras existentes no biotério, principalmente a descontinuidade do processo de
autoclavacao destes insumos, bem como a falta de manutencéo do sistema de ar,
com trocas irregulares dos filtros HEPA.

Observou-se entre os achados a ocorréncia das espécies Acinetobacter
baumannii e Sphingomonas paucimobilis que sao bacilos Gram negativos

responsaveis por infecgdes em humanos, incluindo as do trato urinario, pneumonias,
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meningites, endocardites e peritonites, isolados em uma variedades de amostras
bioldgicas, incluindo sangue, liquido encefaloraquidiano, urina, colo uterino e
ambiente hospitalar (KONEMAN, 2001).

Segundo Andrade, Pinto e Oliveira (2002), a racao constitui um potencial
veiculo de contaminacao para os animais de laboratério, pois pode conter bactérias
e fungos, devendo ser observada a sua qualidade e validade, bem como a
realizacdo de analise microbiol6gica periddica.

Através dos dados obtidos, observou-se que os pontos de coletas de maior
ocorréncia de amostras positivas foram a mesa de apoio (37,5%) e a entrada de ar
(34,37%) das salas de criacdo e da quarentena (Quadro 4 e Figura 4). Levando em
consideracao que as mesas de apoio devem ser higienizadas antes e apds o manejo
com 0s animais, a obrigatoriedade do uso de EPIs pelos bioteristas, durante as
atividades e uma correta manutencédo do sistema de ar condicionado, com trocas

regulares dos filtros de ar, poderiam evitar ou diminuir estes achados.
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Quadro 4 - Distribuicdo dos isolados, de acordo com os pontos de coleta da Area Técnica.

ISOLADO Sala 1 Sala 2 Sala3 Quarentena Area de Preparo Corredor
DE (Limpo) Limpo
BACTERIAS

Staphylococcus @) (0] (0] @) (0] O O
ssp
X X X X X X X
Sphingomonas
paucimobilis

Staphylococcus
lentus X

Fonte: O autor.
Nota: O - 12 Coleta; X - 22 Coleta.
Legenda: MP- Maganeta da Porta; MA- Mesa de apoio; EA- Entrada de Ar; MMC- Maganeta do Monta Carga; BBM- Bordo da Bandeja de Maravalha.
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Minagawa (2007), em um estudo microbiolégico com camundongos das
linhagens Swiss, BALB/C e C57BL/6, mantidos em biotério de criacdo e
experimentagdo de status sanitario convencional, revelou a prevaléncia de
Staphylococcus ssp (76,66 %) encontrada nas mesas de apoio das diversas salas
de animais. Sugerindo que a possivel contaminagédo ser originada do grande fluxo
de pessoas nas salas dos animais, bem como o uso de gaiolas sem filtros,
permitindo que pelos, pele e maravalha entrassem em contato com o ar e objetos

existentes no ambiente.

Figura 4 - Distribuicao dos pontos de ocorréncia bacteriana.

6,25%  3,12%

B MACANETA DA PORTA

m MESA DE APOIO
ENTRADADEAR

B MACANETA DO MONTA

CARGA
W BORDO DA BANDEJA DE

MARAVALHA

Fonte: O autor.

Segundo os dados deste estudo, verificou-se que a quarentena foi a area de
maior ocorréncia bacteriana (31,25%) (Figura 5). A quarentena se configura como
sendo uma area de fundamental importancia para o biotério, pois além de receber os
animais recém adquiridos que permanecem isolados até que se determine o estado
de saude, ha o risco de contaminacdo de patdgenos através das caixas de
transportes de animais, potencializada por uma ineficiente descontaminagdo das
mesmas. Majerowicz (2008) afirma que a aplicacao de uma quarentena eficaz, reduz
a probabilidade de introducao de patdégenos, onde as gaiolas de transporte nao
devem entrar nas instalacdes antes das devidas desinfecgdes.
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Figura 5 - Distribuicdo das areas de ocorréncia bacteriana.

B SALA 1 Swiss Criagdo

6,25%

B SALA 2 Swiss Fornecimento

B SALA 3 BALB/C ; C57BL/6

B QUARENTENA

B AREA DE PREPARO DE
MATERIAL

B AREA DO CORREDOR LIMPO

Fonte: O autor.

E importante salientar que a quarentena se constitui como area de transicao,
devendo assim possuir instalacées adequadas, sem quebras de barreiras. No caso
especifico da quarentena do biotério verificou-se durante os estudos, a presenca de
vetores mecanicos e quebra na barreira fisica da quarentena do biotério (Figura 6), o

que possivelmente potencializa o risco de contaminacédo dos animais e do ambiente.
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Figura 6 - Vetores encontrados ha quarentena; porta da quarentena com
quebra da barreira sanitaria.

Fonte: O autor.

Na andlise bacteriolégica realizada nos bioteristas verificou-se que das 16
amostras coletadas houve prevaléncia para Staphylococcus epidermidis (75%),
Staphylococcus saprophyticus (18,75%) e Staphylococcus hominis (6,25%)
distribuidas de acordo com o Quadro 5 e Figura 7.

Segundo Pereira e Cunha (2009) em um estudo com amostras de fossas
nasais de alunos de enfermagem de Botucatu - SP, encontrou a prevaléncia para
Staphylococcus epidermidis (79,7%), sendo esse resultado similar aos de outros
autores, que revelam essa espécie como sendo a mais comumente encontrada

colonizando pele e superficies de mucosas.



Quadro 5- Distribuicao dos isolados bacterianos encontrados nos Bioteristas.
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BIOTERISTA MICRO-ORGANISMO
12 COLETA 2° COLETA

MAOS Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis
A

FOSSAS NASAIS Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis

MAOS Staphylococcus hominis Staphylococcus hominis
B O —

FOSSAS NASAIS Staphylococcus epidermidis Staphylococcus hominis

MAQOS Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis
. FOSSAS NASAIS Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis

MAQOS Staphylococcus saprophyticus Staphylococcus epidermidis
D

FOSSAS NASAIS Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis

Fonte: O autor.

As maos de profissionais em saude podem portar muitos microrganismos
residentes ou transitorios, destacando seu papel na disseminacdo de agentes
infecciosos, especialmente quando nao sao aplicados métodos corretos de
higienizag&o, onde logo apds a contaminagdo das maos, 0os micro-organismos nelas

presentes podem ser transferidos de uma superficie para outra, por contato direto,

pele com pele, ou indireto através de objetos (SANTOS, 2000).

Figura 7 - Prevaléncia dos isolados bacterianos encontrados nos Bioteristas.

6,25%

W Stap hylococcus
epidermidis

W Stap hylococcus hominis

Stap hylococcus
saprophyticus

Fonte: O autor.




6.1.2 Isolados fungicos

De acordo com os resultados obtidos nas pesquisas de fungos, realizadas na
area técnica do biotério de criacao, das 28 placas abertas nos ambientes, 17
amostras ocorreu crescimento fungico, com prevaléncia dos géneros: Aspergillus sp,
Penicillum sp, Cladosporium sp, Paecilomyces sp, Aerobasidium sp, Paecilomyces
sp, Geotrichum sp e outro micro-organismo nao identificado (Tabela 3).

Tabela 3 - Prevaléncia dos Isolados Fl’miicos encontrados na Area Técnica do Biotério.

Aspergillus sp 3 17 17,64%
Penicillium sp 4 17 23,52%
Cladosporium sp 2 17 11,76%
Paecilomyces sp 1 17 5,88%
Aureobasidium sp 1 17 5,88%
Geotrichum sp 2 17 11,76%
Org. fi identificado 4 17 23,52%

Fonte: O autor.

Estes resultados confirmam os relatados de Silva (1982) que estudou a
microbiota fungica do ar e de pisos no Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (Belo Horizonte). Perfazendo um total de 2.940 colheitas entre
9.064 colb6nias isoladas, foram identificados varios fungos anemofilos, dentre eles:
Cladosporium sp, Penicillium sp, Aureobasidium sp e Paecilomyces sp.

Os fungos dispersam-se na natureza através do ar atmosférico ou por outras
vias como agua, insetos, homem e animais. Os fungos que sao dispersos através do
ar atmosférico sdo denominados fungos anemdfilos. Sendo assim, a microbiota
fungica anemdfila pode ser semelhante ou diferente em cada cidade ou regido. Os
elementos fungicos que sao encontrados no ar atmosférico sdo o0s esporos

(propagulos), que quando inalados, podem ser responsaveis por manifestagdes
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respiratérias alérgicas, como asma, rinite e sinusite, bem como micoses pulmonares
clinicamente definidas (LACAZ, 2002; MEZZARI et al., 2003).

De acordo com a distribuicdo dos Isolados fungicos observou-se a ocorréncia
em todas as areas estudadas (Quadro 6), podendo haver relacdo com a dispersao
da microbiota fungica, através do sistema de ar condicionado do biotério, bem como

as condicoes favoraveis de umidade e temperatura para crescimento.

Quadro 6 - Distribuicao dos isolados fungicos de acordo com a area de coleta.

O eos™™ | saat | sain2 | saa3 | cumremena | freade | Comedor || Arerde
Aspergillus sp X (0] O
Penicillium sp X X X (0]

Cladosporium sp X (0]

Paecilomyces sp (@)

Aureobasidium sp X
Geotrichum sp X O
Org. i identificado X X X (0]

Fonte: O autor.
Nota: O= -12 Coleta; X = 22 Coleta.

Segundo Mobin e Salmito (2006), os condicionadores de ar oferecem
ambiente favoravel ao crescimento dos fungos, pois pelo menos oito géneros
(Acremonium; Aureobasidium; Aspergillus; Paecillomyces; Penicillium; Trichoderma;
Cladosporium; Curvularia) e 33 espécies, registradas em Teresina-Pl, estavam
presentes em condicionadores de ar instalados nas UTI. Todas as espécies isoladas
sao patogénicas e podem agravar o estado de doentes hospitalizados

Machado (1979), em 12 areas da regido do Recife - PE, verificou que os
fungos mais frequentemente isolados do ar atmosférico enquadravam-se nos
géneros Aspergillus sp, Penicillium sp, Cladosporium sp, Fusarium sp, Curvularia sp,
entre outros com menor incidéncia.

A ocorréncia destes fungos filamentosos nos diversos locais da area técnica
do biotério preocupa, pois por serem fungos de relevancia patogénica, torna o
ambiente insalubre, possibilitando a ocorréncia de processos alérgicos respiratérios,
bem como manifestacées micéticas cutaneas nos profissionais do biotério (Figuras 8
a 12). Nenhuma referéncia foi encontrada da interferéncia de fungos na saude dos

animais de laboratério.
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Figura 8 - Aureobasidium sp - coletado na area de preparo limpo.

= » —_— —
— < 2 S —

Fonte: O autor.

Figura 9 - Paecilomyces sp — coletado na area de higienizacao.

Fonte: O autor.

Figura10 - Cladosporium sp — apresentando superficie acamurgada, cor verde,
com pregas irregulares. Coletado na area da quarentena.

A AMCAARR 1

Fonte: O autor.

Figura 11 - Penicillum sp — mostrando a Figura 12 - Fungo ndo identificado -

caracteristica cor esverdeada, aspecto coletado.
granuloso e pregas radiais.

Fonte: O autor. Fonte: O autor.

Nota: Coletado na Sala de Criagéo de BALB/C
e C57BL/6.
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6.2 Levantamento microbioldgico animal

De acordo com analises parasitolégicas das amostras obtidas de intestino e
fezes dos camundongos das linhagens Swiss, BALB/C e C57BL/6, identificou-se a
ocorréncia de Syphacia sp, Entamoeba sp, Giardia muris e tricomonideos. Onde a
presenca de Syphacia sp € observada em todas as linhagens pesquisadas (Quadro
7). Segundo Andrade, Pinto e Oliveira (2002) Syphacia sp caracteriza-se como
sendo nematoide pertencente a Familia Oxiyridae, presente em quase todas as
criagdes convencionais de camundongos, onde geralmente a infec¢do é subclinica,

porém prolapso retal € descrito em infeccées parasitarias severas.

Quadro 7 - Resultado do levantamento microbiolégico animal.
COLETAS PARASITOS (p/n) BACTERIAS (p/n) VIRUS (p/n)

Swiss 12 Coleta Syphacia sp 1/8 Pasteurella sp 3/8 Theiller 1/8
Criacao

22 Coleta Syphacia sp 5/8 N/A N/A
Swiss 12 Coleta [ - Pseudomonas sp 1/8 | -
Fornecimento

22 Coleta Syphacia sp 6/8 N/A N/A
BALB/C 12 Coleta Syphacia sp 2/8 Pasteurella sp 4/8 | -

22 Coleta Syphacia sp 7/8 N/A N/A

Entamoeba sp 2/8

C57BL/6 12 Coleta Syphacia sp 1/8 Pasteurella sp 1/8 | -
Entamoeba sp 2/8
Giardia muris 8/8
Tricomonideos 8/8

22 Coleta Tricomonideos 8/8 N/A N/A

Fonte: O autor.

Nota: N/A — Nao se aplica

n= NUumero de amostras

p= NUmero de amostras positivas

Registros dos protozoarios Giardia muris, Entamoeba sp e tricomonideos
foram observados entre os achados, sendo Giardia muris um flagelado patogénico
de importancia clinica, habitando o intestino delgado de varias espécies de animais
convencionais, ocasionando perda de peso, pelos ericados e distencdo abdominal
com intensa producdo de gases em animais com alta infestacdo parasitaria,
principalmente em camundongos jovens. A Entamoeba sp e os tricomonideos sao
protozodarios de existéncia parasitaria ndo patogénica que habitam ceco e colo
intestinal de camundongos (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

A andlise bacteriolégica nas amostras obtidas de traqueia e fezes dos
animais, identificou a presenca de Pseudomonas sp e Pasteurella sp, sendo esta
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ultima encontrada em todas linhagens pesquisadas. Sao responsaveis por acometer
0s animais, causando infec¢des urinarias, oculares, auditivas e processos de
endometrites.

Podemos afirmar com estes resultados, que ndo houve relagcéo direta entre os
isolados bacterianos animal, ambiental e dos bioteristas, porém medidas de
prevencao, correto manejo das colénias e um controle destes patégenos devem ser
melhorados, buscando eliminar ou diminuir a presenga destes, conferindo aos
animais uma melhor qualidade sanitéaria.

6.3 Procedimentos operacionais padrao

A elaboracdo dos documentos da qualidade, relacionados ao ambiente
organizacional partiu da necessidade de adequacédo dos registros dos dados e da
padronizacdo dos procedimentos operacionais das atividades executadas de
diferentes formas pela equipe técnica do biotério, possibilitando assim, minimizar a
ocorréncia de desvios na execucao das tarefas fundamentais para a qualidade dos
animais produzidos.

Inicialmente foi realizado um levantamento dos documentos utilizados na
rotina do biotério, onde se observou a sua aplicabilidade para as funcdes a que se
destinam, onde foram revisados e adequados quanto as nao conformidades
encontradas. Para as atividades que nao possuiam documentacao foram elaborados
registros, formuléarios e fichas de acordo com a especificacdo das atividades (Quadro
8).

Quadro 8 - Documentos utilizados na rotina do Biotério de Criacao.

Continua
N2 DOCUMENTOS DO BIOTERIO DE CRIAGAO SITUACAO

01 Formulario de Previsdo Semestral de Animais Em uso*
02 Formulario de Previsdo Semestral de Sangue Animal Em uso*
03 Formulario de Controle Microbiol6gico da Area Técnica do Biotério Implantagéao
04 Formulario de Nao Conformidade do Biotério de Criagao Implantagao*
05  Formulario de Controle Microbiol6gico dos Animais Em uso
06 Ficha de Recebimento de Animais da Quarentena Em uso*
07 Ficha de Controle Diario das Colénias de Camundongos Em uso*
08 Ficha de Controle das Caixas de Criagao de Camundongos (Reprodug¢ao) Em uso
09 Ficha de Controle das Caixas de Criagdo de Camundongos (Fornecimento) Em uso
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Quadro 8 - Documentos utilizados na rotina do Biotério de Criacao.

DOCUMENTOS DO BIOTERIO DE CRIAGAO SITUAGCAO
10 Ficha de Acasalamento de Animais Em uso
11 Ficha de solicitagéo de Animais Em uso*
12 Ficha de Notificagcdo de Acidente de Trabalho Implantacéao
13  Ficha de Verificagdo de uso do chuveiro de emergéncia e Lava olhos Implantacao
14 Ficha de Verificagdo de uso dos Extintores de Incéndios Implantacao
15 Ficha de Registro de Temperatura das Salas de Criagdo de Animais Em uso*
16 Ficha de Registro de Uso das Autoclaves Implantacao
17 Ficha de Registro de Manutengao das Autoclaves Implantacao
18 Ficha de Registro de Manutencao dos Racks dos Microisoladores Implantacao
19  Ficha de Registro de Manutencéo das Estantes Ventiladas Implantacao
20 Ficha de Registro de Manutenc¢éo das Estag¢des de Troca Implantacao
21 Ficha de Registro de Manutengao dos Filtros de Ar das Salas de Criagao Implantagéao
22 Ficha de Registro de Manutengéo dos Desumificadores Implantacao
23  Ficha de Registro de Manutencdo do Monta Carga Implantacao

Fonte: O autor.

Para facilitar o gerenciamento da qualidade no biotério, elaborou-se
inicialmente os procedimentos para uniformizacdao quanto a elaboracdo dos POPs
(POP de elaboracdo dos POPs), com aplicacdo a redacdo de todos os
procedimentos operacionais elaborados no ambito do Biotério de Criacdo, com a
finalidade de fixar condicbes, padronizar, definir e estabelecer regras que devem ser
aplicadas na elaboracdo, aprovacgao, revisao e apresentacao destes procedimentos,
bem como definir a forma de controle, distribuicdo e arquivamento de todos os
documentos do biotério.

Elaborou-se uma lista mestra contendo todos os POPs a serem utilizados, em
seguida formulou-se o0s procedimentos de manejo técnico, através de
acompanhamentos das atividades e de informacdes repassadas pelos bioteristas in
loco, possibilitando a elaboragdo dos POPs de Manejo. Os POPs de Solugdes e os
POPs de equipamentos foram elaborados segundo manuais técnicos € normas de
biossegurancga.

Durante o periodo de elaboracao, desenvolvimento e redacdo do projeto de
mestrado foram realizadas paralelamente, reunides com envolvimento da
coordenacdo do biotério, pesquisadores e da direcado do CPgAM com intuito de
buscar solucdes referentes as nao conformidades encontradas no setor, fruto de um
diagnéstico situacional das reais condicdes das instalacbes fisicas e dos
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equipamentos em uso nas rotinas. Sendo assim, foi elaborado e aprovado um
projeto de reforma do Biotério de Criacdo, coordenado pela equipe técnica do
CPgAM.

As obras foram iniciadas, logo ap6s o término das coletas das amostras
microbiolédgicas, contemplando: a troca de revestimento e pintura das paredes e teto;
troca de todas as portas de madeira; aquisicao e redimensionamento de novas
areas; compra de equipamentos (autoclaves de dupla porta e pass through com luz
ultravioleta) e mudanca de fluxo com intertravamento das portas de acesso e saida
da éarea técnica, segundo (Figuras de 13 a 18). Essas medidas visam diminuir ou
eliminar os pontos criticos do processo de criacdo, contribuindo para que sejam

implementadas agdes que aprimorem a qualidade sanitaria dos animais.

Figura 13- Planta baixa do biotério de criacdao apos reforma.
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Fonte: Adaptado de Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (2010).
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Figura 14- Reforma do Biotério.

Fonte: O autor.

Figura 15- Parede do corredor da area técnica do Biotério.

Fonte: O autor.
Nota: A= Antes; B= Depois.

Figura 16 — Areas de acesso ao Biotério.

Fonte: O autor.
Nota: A= Area de entrada da quarentena com mesa de apoio;
B = Portas intertravadas de entrada e saida da area técnica.
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Figura 17- Portas da area de higienizacao do Biotério.

—
i

Fonte: O autor.
Nota: A= Antiga; B= Nova.

Figura 18- Equipamentos novos adquiridos para o Biotério.

Fonte: O autor.
Nota: A= Autoclaves; B= Pass throung.




61

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o diagndstico sanitario
evidenciou a realidade do setor. Espera-se que as modificacées estruturais e de
fluxos, adquiridas na reforma do biotério, aliadas a implementacdo das medidas
sanitarias e do ajustamento do manejo animal, baseados nos corretos
procedimentos operacionais, possibilitem o aprimoramento da qualidade sanitaria do
biotério de criagdo do CPgAM.
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