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LEVANTAMENTO DE MICRORGANISMOS NO AMBIENTE DO BIOTERIO

RESUMO

Esta pesquisa realizou um estudo sobre o levantamento de microrganismos no
ambiente do biotério da Universidade Vila Velha, analisando os procedimentos
adotados pela instituicdo no local onde os animais ratos e camundongos séo criados,
armazenados e posteriormente utilizados para fins de pesquisas cientificas. Para as
analises, foram utilizadas duas salas, uma para ratos e a outra para os camundongos,
onde foram coletadas as amostras por meio de swabs esterilizados nas paredes
utilizando um padréo para delimitar a area de coleta totalizando 50 cm? pesquisados.
Posteriormente usou-se a agua peptonada estéril (0,1%) como diluente para a
extracdo das amostras. No sentido de averiguar e identificar as amostras coletadas,
foi preparado e utilizado o meio de cultura agar sangue, para crescimento bacteriano.
Os métodos como catalase, coagulase e coloracdo de gram também foram utilizados.
Para investigar e analisar os resultados da pesquisa utilizou-se a analise microscopica
com a finalidade de observar e acompanhar o crescimento dos microrganismos € 0s
resultados dos testes ao longo das semanas, de modo a averiguar se os dados
coincidiam com o objetivo da pesquisa de investigar e identificar a presenca de
microrganismos, que seria alcancado ao se comprovar a presenca e a influéncia de
microrganismos no ambiente do biotério. Concluiu-se, por meio dos resultados, que a
pesquisa foi satisfatdria, atingindo o objetivo ao evidenciar e quantificar o crescimento
de bactérias do género Staphylococcus. Assim, sendo possivel a analise e a adocéo
de medidas que possam melhorar a higiene do ambiente, garantindo a preservacéao
dos animais e dos resultados das pesquisas.

Palavra-chave: biotério, microrganismos e bactérias.

ABSTRACT



The study conducted aimed to assess the presence of microorganisms in the
bioterium environment at the University of Vila Velha, focusing on the practices
followed in the areas where rats and mice are bred and housed for scientific
research. The research involved two rooms: one for rats and another for mice, with
samples collected using sterilized swabs from the walls, each covering a 50 cm?
area. Peptone water (0.1%) was used as a diluent for extracting the samples. Blood
agar was employed for bacterial culture growth, alongside tests like catalase,
coagulase, and Gram staining for microorganism identification. The research also
involved microscopic analysis to monitor microbial growth and the results of these
tests over several weeks. The study successfully identified the growth of
Staphylococcus bacteria, confirming the presence of microorganisms and suggesting
areas for improvement in hygiene practices. These findings highlight the need for
further actions to ensure the animals’ welfare and the integrity of scientific results in

the bioterium.

Keywords: animal facility, microorganisms, and bacteria.
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1 INTRODUCAO

A microbiologia é uma area muito importante e extensa, os quais sédo estudados os
microrganismos, a sua presenca no ambiente e a sua relacdo com a saude humana e
animal (TORTORA; BERDEL; CASE, 2012; LEITE; VALENTE, 2020).

Os ensaios realizados com animais, permitem uma melhor compreensdo de
processos fisiologicos e patoldgicos que aconteceriam de forma semelhante em
humanos e, ao mesmo tempo, o desenvolvimento de farmacos e afins para os mais
diversos propdsitos (POLITI et al., 2008; MULLER et al., 2015).

A realizacao destes ensaios aconteceram em biotérios, que sdo laboratdrios onde séo
mantidos e/ou reproduzidos os animais (roedores) havendo toda a preocupacéo e
controle com a qualidade de vida dos mesmos e nao, simplesmente, com a utilizagao

descontrolada e de maneira ndo regulamentada (SOUZA, 2017).

A regulamentacdo dos biotérios aconteceu no Brasil, no ano de 2008, com a lei n°
11.794/2008 e Decreto n® 6.899/2009, que inclusive criou o0 CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentacéo Animal), que entre outras diretrizes e normas
regulamentadoras, estabelece as normas técnicas para a area fisica e instalacées
desses laboratdrios (BRASIL, 2009). E de fundamental importancia prever, no projeto
de biotérios, quais os tipos de linhagens de animais que serdo usados e também, o
padrao sanitario pretendido para estas linhagens (MAJEROWICZ, 2019).

A definicdo e manutencao do status sanitario de biotérios é dependente de rigorosas
barreiras sanitarias e monitora¢do dos animais, para se ter certeza que contaminantes
indesejaveis ndo se estabelecam (MULLER et al., 2015). Conforme a microbiota e o
tipo de barreira sanitaria existente, os animais podem ser classificados em
(MAJEROWICZ, 2005):

e Convencionais - tem microbiota indefinida e padrdes de limpeza basicos com

retirada de sujeira com uso de desinfetantes.



e Monitorados - monitoramento periédico e sdo livres da maioria dos

microrganismos patogénicos e ndo patogénicos.

e Gnotobidticos — tem microbiota definida, sendo criados dentro de isoladores.

e Livres de microrganismos patogénicos especificos (SPF) — sédo livres de
microrganismos e parasitos especificos, sendo mantidos dentro de isoladores..

e Axénicos ou germfree — sao totalmente livres de microrganimos e sao

concebidos e gerados em ambiente esteéril.

O espaco fisico do biotério pode ser dividido em microambiente (gaiola ou isoladores)
e macroambiente, que inclui sala (piso e paredes), sistema de ventilacdo/exaustao e
qualquer outro local que envolve o microambiente.

Os contaminantes podem vir do pessoal que frequenta o laboratério, novos animais

adquiridos e também, da serragem (POLITI et al., 2008).

O monitoramento da contaminacdo biolégica das instalacdes onde os animais de
laboratorio sdo mantidos € importante pois, além da saude animal pode comprometer
a realizacdo dos ensaios e influenciar negativamente os resultados obtidos com os
experimentos (SILVA, 2014).

Em relacdo a satude animal, microrganismos patogénicos exercem bastante influéncia
em muitos experimentos. Infeccdes virais influenciam o sistema imune animal. As
infeccdes bacterianas, podem gerar a morte dos animais, enquanto que infec¢des por
Pseudomonas e Bordetella, interferem em pesquisas respiratérias (ANDRADE;
PINTO; OLIVEIRA, 2002).

No biotério da Universidade Vila Velha (UVV), os animais sdo mantidos em micro-
isoladores, usam cabines de troca para os animais, fazem uso de serragem estéril e
portanto, exercem algum controle sanitario do plantel, assim como, o ambiente tem
procedimentos de higienizacdo controlados, porém, que precisam ser monitorados.
Dessa forma, este trabalho propfe como objetivos realizar um levantamento de
bactérias das salas de ratos e camundongos do biotério-UVV e buscar relacionar a

presenca microbiana com o controle sanitario do ambiente.



2 METODOLOGIA

O estudo foi realizado de forma exploratoria e descritiva, sendo caracterizada por
avaliar os microrganismos de forma quantitativa e qualitativa. A pesquisa foi realizada
no ambiente do biotério da Universidade Vila Velha, espaco que possui duas salas

para acomodacao dos animais e uma para realizacao dos experimentos.

As coletas aconteceram entre os meses de agosto e setembro de 2024, sendo
utilizados swabs estéreis embebidos em solucdo de agua peptonada estéril (0,1%).
Para quantificacdo dos microrganismos, utilizamos nas coletas, padrées que
determinavam a area a ser coletada (10 cm?). De cada superficie (parede e piso)
foram coletadas 5 amostras, totalizando 50 cm?. Estas amostras (cinco swabs) foram
colocadas em frasco Erlenmeyer contendo 50mL de solucdo de agua peptonada
estéril (0,1%) (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001). Neste caso, teriamos a
proporcéo entre volume/area para cada mL correspondente a 1 cm?,

A partir dos frascos Erlenmeyer, foi inoculado 0,1mL em placas (duplicatas) contendo
agar Sangue, sendo colocadas em estufa, regulada a 37°C/48 horas (FERREIRA;
SILVA, 2013). A contagem total por superficie foi determinada pela média aritmética
de contagem de colbnias apds observacdo de crescimento nas duas placas. A média
seria dada pela somatéria das colénias, divididas por 2 e multiplicado por 10, uma vez
gue a intencdo seria apresentar os resultados em UFC/cm? (unidades formadoras de

colénias por centimetro quadrado).
Para a identificacdo das bactérias foi feita a coloracdo de Gram, testes de catalase e
conforme os resultados, foram feitos ainda, coagulase e verificacdo de crescimento

em agar Sal Manitol (KONEMANN et al., 2008).

2.1 Coloracao de gram:

e Preparou-se 13 laminas, colocando pequena quantidade de amostra das

coldnias bacterianas em cada uma.
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e Cobrindo a lamina com o corante cristal de violeta por 60 segundos e lavando
com agua destilada.

e Cobrindo por mais 60 segundos com o corante lugol e lavando com agua
destilada.

e Descorando com alcool a 95% por 20 segundos e lavando com agua destilada.

e Cobrindo por 20 segundos com o corante fucsina, lavando com agua destilada

e esperando a secagem das laminas levando ao microscopio.

2.2 Catalase:

¢ Laminas preparadas com pequena amostra das colonias e uma gota da
solucéo de peroxido de hidrogénio (H202).

¢ Observando formacao de bolhas indicativo de positivo e auséncia sendo
negativo.

2.3 Coagulase:

e Realizou-se o teste em um tubo de ensaio com a mistura de plasma e
amostra.
e Observando a formacao de coagulo, ao formar teste positivo e na auséncia

teste negativo.

2.4 Agar sal Manitol:

e Espalhar amostra bacteriana por toda a superficie da amostra.
e Observando a mudanca da coloracao vermelha/rosa indicativo de teste
negativo, pois ndo houve fermentacéo e coloracao amarela teste positivo

indicando fermentacdao do manitol.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A média (UFC/cm?) da contagem total de col6nias com crescimento em Agar sangue
esta expresso nos quadros 1 (Sala de ratos) e 2 (Sala de camundongos). A partir do
crescimento e dos testes realizados, Gram (cocos gram positivos) e catalase
(positiva), fez-se a identificacdo do género Staphylococcus. Com as avaliagbes
posteriores, testes de coagulase (negativa) e crescimento em agar Sal Manitol
(colbnias na cor rosa), pode-se identificar como sendo Staphylococcus do tipo

coagulase negativa.

Quadro 1. Contagem total de bactérias a partir do ambiente da sala de ratos.

Superficies Média (UFC/cm?)
Paredel 6 x 102
Parede 2 10
Parede 3 2,35 x 102
Parede 4 2,9 x 102

Quadro 2. Contagem total de bactérias a partir do ambiente da sala de camundongos.

Superficies Média (UFC/cm?)
Paredel 7,5 x 101
Parede 2 10
Parede 3 5
Parede 4 2 x 10?1

Estes resultados, coincidem com os achados por Silva (2014), onde a partir de coleta
de amostras de superficies de macganeta e saida de ar, o género Staphylococcus foi

0 mais encontrado nos Biotérios avaliados.

Os Staphylococcus coagulase negativa sdo encontrados na pele e mucosas de
humanos e animais, sendo mais associados a infeccées oportunistas. Podem causar
cistite e pela capacidade em formar biofilme, podem estar envolvidos em infegdes a
partir de catéteres e derivacbes usados por pacientes hospitalizados (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2017).

Inimeras sao as espécies de Staphylococcus coagulase negativa, sendo relacionadas
a animais e seres humanos. As especies S. xilosus, S. cohnii e S. haemolyticus tem

relacdo direta de colonizacdo de cées e bovinos (SOARES et al., 2008). A espécie S.
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sciuri tem sido associada a roedores, sendo isolada também do ambiente de biotérios
(CALAZANS-SILVA, 2013).

E importante monitorar a qualidade microbiolégica do ambiente de criagdo e
realizacdo de pesquisas com animais, para que nao hajam reflexos negativos nos
resultados dos experimentos. Em avaliacéo realizada por Silva (2022), em ambientes
e agua ofertada aos animais de biotério, os Staphylococus coagulase negativa foram
bactérias comumente encontradas, com destaque para as espécies S. cohnii, S.

xilosus e S. lentus.

A resolucao n°18 de 23 de marco de 2018 (CTNBI0), Dispde sobre a classificacédo de
riscos de Organismos Geneticamente Modificados (OGM) e o0s niveis de
biosseguranca a serem aplicados nas atividades e projetos com OGM e seus

derivados em contencdo. Esta mesma resolucédo determina que:

“Em biotérios, a 4gua a ser ingerida pelos animais deve ser filtrada, acidificada
ou autoclavada. O fluxo de ar deve sofrer cerca de 20 renovacdes por hora,
assim como recomenda-se que haja controle sanitario, parasitoldgico,
microbioldgico, de micoplasmas e viroldégico dos animais e também, o controle

genético dos animais deve ser realizado, se possivel, a cada nova geragdo.”

O biotério da instituicdo avaliada possue animais geneticamente modificados em seu
plantel e por isso, tem buscado atender a esta normativa. Porém os resultados
encontrados neste trabalho podem representar uma possibilidade de falhas em seus

processos.

Vérias sdo as situacfes onde ha preocupacdo com a qualidade do ar ambiente e o
perigo de gerar contaminantes bioldgicos. Consultérios odontoldgicos, laboratérios de
analises clinicas e também, hospitais, sdo exemplos de ambientes/atividades, que
podem facilmente apresentar estes contaminantes. Neste sentido, as bactérias do
género Staphylococcus e algumas gram negativas, Pseudomonas sp. por exemplo, ja

foram isoladas de situacdes do ambiente (NUNES, 2005).

Provavelmente, alguns contaminantes encontrados, poderiam ser evitados com uso

de filtros especiais. Um biotério deve apresentar barreiras sanitarias que conferem
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protecdo aos animais em areas de criacdo e experimentacdo. Neste sentido, pode-se
destacar as barreiras fisicas como uso de autoclave, fornos, radiacdo ultravioleta e
filtros. Estes ultimos retiram impurezas do ar e, conforme sua eficiéncia, podem reter
também microrganismos (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

4 CONCLUSAO

A presenca das bactérias do género Staphylococcus nas paredes das salas de ratos
e camundongos pode indicar possiveis falhas nos procedimentos de limpeza dessas

areas.

Embora a presenca dessas bactérias represente um risco biolégico considerado
baixo, torna-se fundamental revisar e aprimorar as medidas de biosseguranca e o0s
protocolos de higienizacdo para reduzir a incidéncia. A revisdo continua dessas
medidas, associada a analise de novas coletas microbiologicos, contribuirdo para a

reducado da prevaléncia de bactérias nesses ambientes.

Como medidas corretivas, propde-se procedimentos padroes que incluem a
implementacéo de quarentena obrigatdria para novos animais antes de sua introdugao
em salas ja ocupadas, a supervisdo do cumprimento das normas durante o acesso e
a manipulacdo dos animais, bem como as realizacdes de controles microbioldgicas

com maior regularidade.

E recomendavel que seja incluido o aumento da frequéncia das rotinas de limpeza,
utilizando o protocolo de Manual de Biosseguranca para Servi¢cos de Saude utilizando
o produto hipoclorito de sédio (0,5-1%) como um desinfetante seguro nas areas do

biotério como nas superficies de paredes, pisos, bancadas e isoladores.
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