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RESUMO

O controle sanitario dos animais de laboratorio é fundamental para a credibilidade das
pesquisas realizadas. O controle parasitologico é o primeiro passo para implementar o
controle sanitario efetivo dos animais alojados no Biotério Central da Universidade Federal
do Amazonas (UFAM), reduzindo fatores intervenientes nas pesquisas experimentais que
facam uso de modelos animais.O objetivo do presente estudo foi detectar a ocorréncia de
endo e ectoparasitos em ratos (Rattus norvegicus) utilizados em biotério. Foram realizadas
a colheita de ectoparasitos nos pelos dos animais e pesquisa de endoparasitos nas fezes e
mucosa intestinal dos ratos. Duas amostragens semanais foram realizadas utilizando 16
ratos Wistar, em cada, sendo: trés animais recém desmamados, oito animais adultos jovens
e cinco animais com mais de seis meses. Os ratos foram transportados em gaiolas e foi
realizada a eutanasia. Ectoparasitos (piolhos e acaro) foram diagnosticados através de
exame direto das carcagas e identificados por meio de microscopia Optica das peles
recolhida das regides cervical e dorsal. Fezes foram coletadas diretamente na mucosa anal
para evitar a contaminacgdo por impurezas. O exame parasitologico e a investigacdo direta
da mucosa intestinal foram manipulada no maximo em quatro horas, assim foi realizada
homogeneizacdo em agua 12mL. Em seguida, o material foi coado em filtro de gaze dupla,
centrifugado por 10 minutos e colocado solucdo de flutuacdo para centrifuga por 10
minutos e visualizacdo microscopica. Observou-se que 0s ectoparasitos que mais
prevaleceram foi o Chirodiscoides cavie (68, 75%), seguido de Myobia musculi, (56, 25%),
Poliplax serrata e Radfordia affinis com taxas de prevaléncia (12, 5%) e Myocoptes
musculinus com (18,75%). Com relacdo aos endoparasitos constatou-se Hymenolepis nana
(56, 25%) seguidos de Syphacia obvelata (50%), Aspiculuris tetraptera (31, 25%), tanto
Hymenolepis diminuta quanto Nippostrongylus brasiliensis (12, 50%) e Balantidium
caviale e Eimeria (6, 25%). Chirodiscoides cavie foi a espécie mais prevalente nos ratos,
com 68, 75% de animais positivos.

Palavras-chave: Parasitismo. InfestagGes. Diagnostico parasitoldgico.



ABSTRACT

Sanitary control of laboratory animals is essential to the credibility of research. Parasite
control is the first step in implementing effective sanitary control for animals housed at the
Central Animal Facility of the Federal University of Amazonas (UFAM), reducing
intervening factors in experimental research involving animal models. The aim of this study
was to detect the occurrence of endo-and ectoparasites of rats (Rattus norvegicus) used in
the rats housed in the UFAM Central Animal Facility. Ectoparasites were collected from
the skin and endoparasites were investigated in the feces and intestinal mucosa of the rats.
Two samples per week were conducted on 16 Wistar rats: three newly weaned, eight young
adult females, and five over six months-old. The rats were transported in cages and
euthanized Ectoparasites (lice and mites) were diagnosed by direct examination of
carcasses and identified by optical microscopy of the skin collected from the cervical and
dorsal regions. Feces were collected directly from the anal mucosa to prevent
contamination by impurities. Parasitological examination and direct investigation of the
intestinal mucosa were performed within 4 h. Homogenization was achieved in 12 ml of
water. Next, the material was sieved through a double gauze filter, centrifuged for 10 min,
floating solution was added and the mixture was centrifuge for 10 min, followed by
microscopic observation. Observation revealed that the most prevalent ectoparasite was
Chirodiscoides cavie (68, 75%), followed by Myobia musculi (56, 25%), Poliplax serrata
and Radfordia affinis with prevalence rates of (12, 5%) and Myocoptes musculinus, with
(18, 75%). Regarding endoparasites, Hymenolepis nana (56, 25%) was the most prevalent,
followed by Syphacia obvelata (50%), Aspiculuris tetraptera (31, 25%), Nippostrongylus
brasiliensis and Hymenolepis diminuta (12, 50%) and Balantidium caviale and Eimeria (6,
25%). Chirodiscoides cavie was the most prevalent species identified, proving positive in
68, 75% of the rats.

Keywords: Parasitism. Infestations. Parasitological diagnosis.
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1 INTRODUCAO

Os roedores sdo os animais mais utilizados pelas pesquisas cientificas em diferentes
areas. Esses animais podem sofrer alteracbes das mais diferentes possiveis, tais como
influéncias ambientais, fisiologicos além de doencas por agentes infecciosos. Dessa
maneira, as pesquisas que envolvem animais de experimentagdo necessitam que 0S mesmos
reinam condigdes ideais e que sejam mantidos em ambientes controlados para que atendam
aos parametros de qualidade sanitaria e genética.

Os trabalhos desenvolvidos por experimentos com animais podem ser influenciados
em razdo das condicGes de cada espécie utilizada. Assim, se houver uma maior equidade
dos animais em relacdo as variaveis ambientais, genéticas e experimentais, menor sera o
numero de animais adquiridos para a pesquisa a ser realizada podendo estes, serem
classificados quanto ao status ou condigdo sanitéria, genotipica, por exemplo.

Um dos fatores que podem influenciar nos resultados de pesquisas experimentais é a
presenca de parasitos nos animais, aumentando a variabilidade dos dados e diminuindo a
precisdo das andlises. Portanto, o controle de parasitos sejam eles internos ou externos ao
animal é fundamental para que os dados obtidos nos experimentos realizados in vivo sejam
confiaveis.

Além disso, vale ressaltar que os biotérios convencionais € muito comum os animais
apresentarem parasitos.

O objetivo do presente estudo foi de detectar a ocorréncia de endo e ectoparasitos de

ratos (Rattus norvegicus) utilizados em um biotério convencional.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A evolucdo das ciéncias biologicas e area médica esta intimamente ligada a pesquisa
experimental utilizando modelos animais. Nas pesquisas experimentais 0s animais de
laboratdrio sdo considerados como reagentes bioldgicos, essenciais para a compreensao dos
eventos bioldgicos em ambientes complexos. Nas ciéncias biomédicas permitem o melhor
conhecimento da fisiologia, da etiopatogenia das doencas, da acdo de medicamentos ou dos
efeitos das intervencGes cirdrgicas. Sua maior importancia esta relacionada ao respeito a
barreira ética de nao intervencdo primaria experimental em anima nobile. Nesse sentido, o
modelo experimental deve ser funcionalmente, o mais semelhante possivel ao que se
objetiva estudar (FERREIRA; 2003; HOCKMAN et al., 2004).

Os animais de laboratorio, ndo devem ser utilizados como simples “instrumentos de
trabalho”, sem levar em consideragdo sua condigdo sanitaria e genética. Com 0 avango da
ciéncia, essas condicBes tornaram-se exigéncias, levando a criacdo de uma auténtica
especialidade, a “Ciéncia em animais de laboratério” (FERREIRA et al., 2005).

Atualmente, os pesquisadores exigem gue esses animais reunam condicdes ideais, e
gue sejam mantidos em ambiente controlado para que atendam aos parametros de qualidade
sanitaria e genética, uma vez que sdo reagentes bioldgicos, e os resultados dos
experimentos podem ser afetados em raz&o das condi¢des de cada espécie utilizada. Ainda,
guanto maior a uniformidade dos animais em relacdo as variaveis ambientais, genéticas e
experimentais, menor serd a quantidade minima de animais necessarios para a pesquisa ser
realizada. Assim, os animais utilizados em experimentacdo podem ser classificados quanto
ao status ou condicdo sanitaria, genotipica e como modelo experimental (ANDRADE,
2002).

No que diz respeito a classificacdo sanitaria dos animais de laboratorio, podemos
destacar da seguinte maneira: Os axénicos, que compreendem os animais totalmente livres
de microbiota, criados e mantidos em isoladores evitando-se a contaminagdo por micro-
organismos e outras formas de vida associada; os gnotobidticos sdo 0s animais que
possuem a microbiota associada definida, apresentando uma ou mais formas néo-
patogénicas de vida associada (sdo criados e mantidos em isoladores); os SPF (specific

pathogen free) que s@o os animais isentos de organismos patogénicos ou potencialmente
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patogénicos que causam doencas clinicas ou subclinicas em determinada espécie animal.
Os animais SPF sdo criados e mantidos em biotérios com rigorosas barreiras sanitarias eou
micro isoladores para garantir o seu padrdo sanitario e por fim os animais convencionais
que s@o aqueles que possuem uma microbiota ndo conhecida tanto patogénica como nao
patogénica (CARISSIMI; MERUSSE, 2009).

Os animais mais utilizados, atualmente, para a realizacdo de experimentos s&o o rato
(Rattus norvegicus) e o camundongo (Mus musculus). O rato deriva da Asia Central e
acredita-se que tenha sido a primeira espécie de mamifero utilizada no campo da
experimentacdo, uma vez que se sabe que desde o inicio do século XX era utilizado em
pesquisas nutricionais. Foi difundido pelo pesquisador Henry H. Donaldson e sua equipe,
que formaram linhas consanguineas de ratos como as linhagens PA, Lewis e o Brown
Norway, sendo nesta mesma época que houve a formacdo de outra linhagem, a Wistar
(CONKLIN, 1938).

A biologia dos ratos, assim como a dos camundongos, propicia 0 uso desses animais
para a experimentacdo. O rato tem um corpo fusiforme e uma cauda que pode chegar a
medir mais que o proprio corpo. Apresenta patas com cinco dedos e ndo possui glandulas
sudoriparas e vesicula biliar. Tem um periodo de gestacdo de 19 a 22 dias, com uma média
de oito filhotes, podendo ser encontradas ninhadas com um numero de 16 filhotes. Os
machos adultos podem pesar de 500g a 600g e as fémeas, de 300g a 400g. Vale ressaltar
gue um dos fatores que podem influenciar nos resultados de pesquisas experimentais
aumentando a variabilidade dos dados é a presenca de parasitos nos animais. Em
consequéncia disso, os animais devem ser criados e mantidos sob barreiras sanitarias, com
monitoramento periédico. Portanto, o controle de parasitos sejam eles internos ou externos
ao animal é fundamental para que os dados obtidos de experimentos realizados in vivo
sejam confiaveis (ANDRADE, 2002).

O rato pode abrigar uma variedade de parasitos sem deixar evidente sinais clinicos,
no entanto, muitos desses agentes patogénicos naturais desses animais de laboratério pode
alterar a fisiologia do hospedeiro, tornando-o inadequado para 0S US0S experimentais
(BAKER, 1998).
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2.1 Ectoparasitos

2.1.1 Piolhos

Os piolhos séo insetos apteros, de corpo achatado dorso-ventralmente, com todos 0s
instares vivendo sobre os hospedeiros (ectoparasitos permanentes). Sendo Poliplax serrata
parasito de camundongo e Polyplax spinulosa parasito de rato. Seu ciclo de vida varia em
cerca de 13 dias. Apresenta coloracdo amarelada com tragos marrons, provocam coceira no
animal além de transmitir os hemoparasitos denominados Eperythrozoon cocoides e
Francisella tularensis (MARQUES; CRUZ, 2009).

2.1.2 Pulgas

A metamorfose das pulgas é completa e 0s estagios vitais consistem em ovo, larva,
pupa e adulto. Xenopsylla cheopis. parasita ratos, tem ampla distribuicdo geogréfica, e pode
atacar seres humanos sendo vetores importantes da peste bubo6nica (Yersina pestis) e do tifo
murina em humanos (Rickettsia typhi) (BOWMAN, 2010).

2.1.3 Acaros

Os acaros mais encontrados nos biotérios sao Myobia musculi comum em col6nias
de camundongos, ratos e hamsters convencionais. Estdo associados a alopecia e dermatites,
podendo realizar ulceracdes da pele e pioderma; alimentam-se de secrecBes dos foliculos
pilosos, sendo a hematofagia pouco comum. Realizam todo o ciclo sobre o hospedeiro e a
passagem de um para o outro hospedeiro acontece por contato direto entre os hospedeiros
através de substrato dos ninhos (MARQUES; CRUZ, 2009). Radfordia ensifera ataca o0s
ratos causando alopecia e eritema da regido dorsal do pescoco, em casos graves
caracterizam-se por escoriagdes e auto-infligidas. O estresse da superpopulacdo €
frequentemente o responsével por converter uma infestacdo assintomatica de acaros que se

fixam aos pelos em surto de dermatopatia severa (BOWMAN, 2010).
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Um parasito muito comum em camundongos sdo Myocoptes musculinus ocorrendo
em alguns casos, nas coldnias de ratos, determinando a sarna miocoptica. Este acaro
permanece durante todo o seu ciclo evolutivo preso aos pelos e se alimentando dos
mesmos, seu contato € direto. Outro ectoparasito que pode causar pouco ou nenhum sinal
clinico nos animais infestados é Chirodiscoide sp. Estes acaros séo transmitidos por contato
direto com o animal hospedeiro, cama, ou pelos e detritos. J& 0 &caro Chirodiscoide cavie
ele é bastante comum em pelagem de cobaios (MARQUES, 2002).

2.2 Endoparasitos

2.2.1 Nematddeos

Syphacia sp. sdo nematddeos pertencentes a Familia Oxyurida e encontrados no
Ceco e intestino grosso de ratos. Seus ovos séo identificados em exames de flutuacdo fecal.
Uma vez ingeridos com as fezes, 0s ovos eclodem no intestino delgado e ceco dentro das
primeiras duas horas, tendo sua fase adulta ainda no ceco. S. obvelata, ovipde
aproximadamente 350 ovos e S. muris, 450 a 550 por fémea. O ciclo de vida completo € de
12 dias para S. Obvelata e sete a oito dias para S. Muris. A larva de S. muris é semelhante
S. obvelata, ocorrendo frequentemente em colonias convencionais de ratos (MARQUES;
CRUZ, 2009).

Outro neomatdédeo comum € Spironucleus muris parasito intestinal unicelular,
flagelado que habita o intestino delgado, tem demonstrado interferir nas pesquisas.
Apresenta aspecto periforme com simetria bilateral, além de ter ciclo bioldgico direto e sua
divisdo se da por divisdo longitudinal binaria (SCHAGEMANN et al., 1990)

Endoparasito pertencente a ordem Ascarida, pertencentes a Familia Oxyridae, é
Aspiculuri sp. encontrado no ceco e colon de camundongos, ratos e hamsters. Aspiculuri
tetraptera € um parasito ndo patogénico, apresenta ciclo bioldgico direto, ovos eliminados
nas fezes e a infecgdo ocorre quando ovos embrionados séo ingeridos (MARQUES; CRUZ,
2009).
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2.2.2 Cestbédeos

O mais frequente Hymenolepis sp., geralmente ndo causa alteragées no animal, mas,
as vezes, devido a altas infec¢bes ocorrem patogenias ligadas a sua presenca no intestino
dos roedores e humanos. Pode ocasionar perda de peso e baixa absor¢do nutricional. A
espécie H. diminuta requer um hospedeiro intermediario, j& H. nana é um cestoda de
importancia para saide pablica. Encontra-se na classe de risco 2, proporcionando moderado
risco individual e limitado risco para a comunidade (MARQUES; CRUZ, 2009).

2.2.3 Protozoéarios

Protozoario pertencente a classe sarcodina, Familia Entamoebida que acomete é
Entamoeba muris. Uma espécie comensal ndo patogénica comumente encontrada no ceco e
colén de camundongos, ratos e hamsters em animais de ambientes convencionais. Sua
transmissdo ocorre pela ingestdo de cistos presentes em material contaminado por fezes
(MARQUES, 2002; BOWMAN, 2010).

Outro protozoario, porém flagelado, pertencente a familia Hexamitidae, subfamilia
Giardina e Giardia sp. apresenta forma de trofozoito com aspecto piriforme, dois nucleos,
quatro pares de flagelos. Este género habita o intestino delgado de roedores e de outras
diferentes espécies de animais. O parasito se liga as células epiteliais da mucosa intestinal
por meio de um disco suctorial (URQUHART et al., 1998). A espécie Giardia muris pode
infectar camundongos, ratos e hamsters. A infeccdo geralmente é subclinica, entretanto,
podemos observar que os animais apresentam perda de peso, pelos ericados e distensao
abdominal com intensa producdo de gases. G. muris apresenta ciclo bioldgico direto e a
transmissdo se da por ingestdo de cistos einduz a alteracfes nos niveis de dissacaridios
intestinais (DANIELS; BELOSEVIC, 1992; DANIELS; BELOSEVIC, 1995).

Pode-se destacar outro parasito flagelado ndo patogénico, Tritrichomonas muris,
que habita o ceco e colo de ratos. Em grande quantidade pode ocasionar diarréia no
hospedeiro, seu ciclo biolégico € simples e direto. O trofozoito é eliminado com as fezes,
dificilmente formando cisto (MARQUES, 2002).
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Um outro parasito pertencente a Classe Ciliata, aparentemente n&o-patogénico,
habita o ceco e colon de cobaios mantidos em coldnias convencionais é Balantidium sp.
Trata-se de um protozoério ciliado, comensal do intestino, alimentando-se de amido e
bactérias (BOWMAN, 2010).

2.2.4 Coccidios

Muito comum em animais de laboratério Eimeria sp., € um coccidio patogénico,
pode ser diagnosticado por meio de exame microscopico das fezes. E encontrado no
intestino delgado e ceco dos ratos, também sendo diagnosticado por necropsia quando
visualizado, através de cortes histologicos de lesdes, envolvendo sinais da doenca. E de
importancia clinica, pois pode causar colite com diarréia, hemorragia e erosdes no epitélio
intestinal com grande comprometimento da integridade do trato digestivo (MARQUES;
CRUZ, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo do Estudo

Tratou-se de um estudo descritivo baseado em um inquérito parasitoldgico. O
periodo do estudo foi de Janeiro a Maio de 2014. Realizou-se uma coleta levando-se em
consideracdo as recomendacOes da Federation of European Laboratory Animal Science
Associations (FELASA, 2014).

3.2 Local de Coleta e Animais

A coleta e andlise das amostras foram realizadas no Biotério Central da
Universidade Federal do Amazonas. O Biotério possui instalacdo mista, ou seja, area de
experimentacdo e criacdo. Em relagdo as caracteristicas construtivas, o prédio era de Unico
piso, de paredes lisas e de cantos arredondados na unido das paredes, ndo existia janelas,
mas havia aberturas dando acesso a area externa devido ao tipo de exaustor e ao ar
condicionado que era de janela. Existia uma porta de saida pela experimentacdo que
apresentava aberturas podendo passar insetos.

As gaiolas dos animais eram de material de plastico com arame de inox, com cama
feita de maravalha, bebedouro e a racdo, sem condicdes controladas, sistema aberto. Nao
possuia nenhuma rack ventilada, nem fluxo de troca, eram colocadas em estantes. Possuia
um freezer para o descarte dos animais. O sistema de troca ocorria duas vezes por semana,
0s matérias ndo eram autoclavavéis, os manipuladores, bem como 0s usuarios ao entrar
utilizavam os Epis necessarios luvas, touca, propés, avental e mascara. Além de ndo possuir
autoclave de dupla porta e cabine de descarte.

Foram utilizados 16 ratos (Rattus norvegicus) destinados a procedimentos de
experimentacao da universidade, sendo divididos em trés perfis: um perfil com trés animais
recém-desmamados; um segundo com oito animais adultos jovens de idade entre 10-14

semanas e o terceiro com cinco ratos de seis meses ou mais de idade, matrizes.
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3.3 Material

Foram utilizados alguns itens para execucdo do trabalho como: lapis n° 2, freezer,
tubos de plastico de centrifuga de 15mL, luvas de procedimento, avental descartavel, touca,
propés, mascara, gazes, balanca digital, bastdo de vidro, backer, pente fino, fita durex,
cartolina preta, balsamo do Canada, solucdo saturada de acucar, centrifuga, papel
laminado, laminas, laminulas para microscopia, seringa de insulina, quetamina e xilazina,
alcool, tesoura ponta fina, pinca dente de rato, bandeja de plastico de polietileno de 2,5

(média) e microscopio 6ptico binocular (ZEISS®).

3.4 Metodologia
3.4.1 Protocolo de eutanasia

Os animais foram transportados em gaiolas para uma outra sala e realizacdo da
eutandsia. Supervisionada e orientada por um médico veterinrio responsavel com o
seguinte protocolo: os animais foram anestesiados com quetamina e xilazina 0,05mg
intraperitoneal e 0,03mg intracardiaca, se fosse necessario, nos animais com peso acima de
200g e posteriormente envolvidos com papel aluminio e acomodados no freezer a uma

temperatura de -20°C por duas horas.

3.4.2 Coleta e identificacdo de ectoparasitos

Na sequéncia, 0s animais eram retirados do freezer e colocados em cima de uma
bandeja branca de plastico e o papel aluminio que estava cobrindo os animais eram
cuidadosamente abertos sobre a mesma e 0s pelos dos animais foram penteado, com pente-
fino comercial, no sentido da cabeca para a cauda do animal. Apds isso 0s ectoparasitos que
cairam na bandeja foram coletados para tubos de plastico com tampa rosqueavel e
conservados em 10mL de etanol 95%.

Apbs a colheita 0 material foi transferido para uma placa de petri de 20cm de
diametro. Os parasitos foram separados utilizando um esteromicroscopio no aumento de
0,8x e com aumento de 3,5x quando necessario. Com auxilio de um pipetador automatico
ependorf de 100pL, os ectoparasitos eram retirados da placa e colocados em laminas de

vidro para microscopia, tamanho 26x76mm, previamente identificada, posicionadas sobre
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um agitador magnético com o knob de aquecimento ligado no menor ajuste. Apos a
evaporacgdo do etanol, foi adicionado 100pL de balsamo do Canada sobre os parasitos e
coberto por laminula. Apds a secagem do bélsamo as amostras foram observadas em
microscopia oOptica. Identificacdo especifica teve como base uma analise microscépica
morfologica, nos aumentos de 100x e 400x.

Além disso, foi realizado a coleta de parasitos com uma fita adesiva, chamado tape
test, no qual foram coletados diretamente das carcacgas dos animais e identificados por meio
de microscopia Optica, nos aumento de 100x e 400x.

As coletas foram realizadas nas regides cervical, dorsal e anal, bem como foram
coletados pelos dos animais e colocados em um pote de pléstico estéril com alcool, assim
com um pincel de pintura foram retirados os possiveis ectoparasitas, colocados em uma
lamina com béalsamo do Canada para a fixacdo dos parasitos com uma laminula e

verificando em seguida no microscépio.

3.4.3 Coleta e identificacdo de endoparasitos intestinais a partir de amostras fecais

Apds a coleta de ectoparasitos, cada animal era necropsiado para observacdo de suas
estruturas internas e a procura de parasitos em 6rgaos.

A observacdo por parasitos ou ovos/cistos/trofozoitos foi feita em duas etapas:
primeiramente coletaram-se duas porc¢des de fezes sendo uma do intestino delgado outra de
fezes encontradas na porcdo retal amostras fecais para busca ovos/larvas/cistos/trofozoitos
de parasitos por microscopia Optica. O procedimento de analise foi executado de duas
formas para cada amostra, uma de acordo com o método Sheater (SHEATHER, 1923)
(ANEXO A) e outra porcao de fezes examinada, por meio da técnica de exame direto, entre
lamina e laminula, diluidas uma gota de solucdo salina 0,09%, e inspecionada como
descrito por Gilioli (2003). A identificacdo especifica teve como base uma analise
microscopica morfologica em aumentos de 100x e 400x (HSU, 1982; OWEN, 1992).

Em um segundo momento, realizou-se 0 exame macroscopico das visceras e de
fezes, a inspecdo desarmada, em fundo negro no intuito de observar a presenca de larvas de

nematodas e proglotes de cestddeos (Figural). Nesse exame também foi observado a
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consisténcia e a coloracéo das fezes; em um segundo momento (WESCOTT, 1982; OWEN,
1992).

Figura 1. Abertura do intestino do rato para visualizacdo de possiveis parasitos.

Fonte: Arquivo pessoal

Para o exame parasitolégico de endoparasitos as fezes foram coletados diretamente
da mucosa anal evitando impurezas, essas fezes foram armazenadas em um tubo de ensaio
de 15mL de pléastico estéril contendo 10mL de alcool 70% (Figura 2), em seguida esse
material foi homogeneizado em agua 12mL para cada trés gramas de fezes. Posteriormente
foi coado, centrifugado por 10 minutos num tubo de ensaio de 15mL, e foi feito o processo
de decantacéo, solucdo de flutuagdo, centrifugacdo com a laminula por 10 minutos e em
seguida foram visualizadas em microscopio éptico. O exame parasitolégico, bem como a
investigacao direta da mucosa intestinal foram executados no maximo em quatro horas apos
a necropsia (FOREYT, 2005).

Figura 2. Fezes dos ratos armazenados em tubos de ensaio de 15 mL contendo

10mL de alcool.

Fonte: Arquivo pessoal
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3.5 Principios Eticos da Experimentacdo Animal

O presente estudo envolveu a utilizacdo de animais, sendo respeitados os principios
éticos de experimentacdo animal preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL), tendo como base maior a lei 11.794, conhecido como a
lei Arouca e regulamentada pelo decreto 6.899 para a utilizag&o de animais para pesquisa e
aqueles contidos no Decreto n° 24.645, de 10 de julho de 1934 e na Lei n° 6.638, de 8 de
maio de 1979 além do disposto na Resolucdo CFMV n° 879, de fevereiro de 2008.

O projeto deste trabalho foi submetido ao Comité de Etica no Uso Animal da

UFAM, sob o nimero de protocolo 063/2011, sendo aprovado a sua execucdo (ANEXO B).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Observacéao de Ectoparasitos

De acordo com o levantamento realizado de ectoparasitos nas col6nias de ratos do
Biotério da UFAM, foram observados os seguintes &caros e piolhos representados na

Tabela 1.

Tabela 1. Ocorréncia de ectoparasitos em ratos alojados no Biotério Central da
Universidade Federal do Amazonas.

Somatéria do nimero de parasitas encontrados nos animais examinados

Ectoparasitos 1- recém- 2-_Adu|tos 3- mais de 6 Total de positivos
desmamados jovens meses (n=5) (%)

(n=3) (n=8) (1+2+3)/16 x 100
Chirodiscoides cavie 39 92 3 68,75
Myobia musculi 0 9 0 56,25
Poliplax serrata 0 2 0 12,5
Radfordia affinis 0 0 2 12,5
Myocoptes musculinus 2 0 1 18,75

Em relacdo Chirodiscoides cavie (FIGURA 3) foi observada uma grande infestacao
desses ectoparasitos com uma prevaléncia de 68,75% do total dos animais analisados. Esse
acaro teve maior ocorréncia nos ratos adultos jovens. Esses dados encontrados ndo séo
muito comuns em ratos, uma vez que este parasito € muito prevalente em cobaios. Segundo
Pereira (2002), sdo acaros de cobaios com pouca importancia para a saude do animal,
levando se em consideracdo que em altas infestacbes pode causar prurido intenso com
presenca de alopecia.

Uma explicacdo para a contaminacdo por C. cavie dos animais foi o fato dos ratos
terem sido adquiridos por doacdo do Biotério de um Instituto de Pesquisa, onde em um
periodo da criacdo eles podem ter ficado na mesma sala que os cobaios e ter ocorrido a
infestacdo cruzada dos animais.

Os ectoparasitos que sdo comumente encontrados em animais de laboratério tém sua
transmissdo realizada diretamente por contato com fomites, ar e até mesmo por quebra das

barreiras sanitarias. A contaminagdo dos animais na area de criacdo e manutencdo pode
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acontecer por varias vias de materiais, assim como a mistura de diferentes animais em
gaiolas, salas ou areas facilitara a infestacdo de doencas parasitérias (KO; DAMY, 2009).

Figura 3. Ocorréncia de Chirodiscoides cavie em ratos alojados no Biotério Central da
Universidade Federal do Amazonas. Em “a” parasito aderido a pelagem de rato e em “b”
visualizacdo ao microscopio optico em aumento de 40X.

Foi observada uma ocorréncia de 56,25% de parasitos da espécie Myobia musculi,

somente nos animais adultos jovens, esses dados corroboram com a afirmacdo de Marques
e Cruz (2009) que esses &caros sdao comumente encontrados em camundongos, ratos e
hamsters de biotérios convencionais.

O piolho Poliplax serrata foi constatado nos animais adultos jovens obtendo 12, 5%
esses dados sdo semelhantes aos encontrados por Gilioli (2003) em sua pesquisa para tese
de doutorado realizado um questionario para dezoito Biotérios de instituicGes brasileiras,
uma vez que 0 mesmo encontrou 10% desses ectoparasitos nos animais. Bem como foi
analisado nas amostras a presenca da espécie Radfordia affinis com 12, 5% dos ratos
infestados, sendo esses resultados parcialmente semelhantes aos levantados por Gilioli
(2003) e por Bicalho et al. (2007), no qual obteve, respectivamente os percentuais de 13,3%
e 15,4% dessa mesma espécie.

Os resultados encontrados ao respectivo parasito Myocoptes musculinus mostraram
18, 75% de ocorréncia, nos resultados encontrados por Bicalho (2007), estes parasitos
apresentam uma alta taxa em ambientes convencionais.

As coldnias de animais de laboratérios podem sofrer severamente com os acaros. Os
sinais clinicos podem estender-se de uma leve alopecia, vermelhiddo na pele ao extremo

prurido, bem como auto escoriacdo e uma profunda ulceracdo na pele, tornando-se uma
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infeccdo secundaria em alguns casos. Podem induzir uma reacéao alérgica lesionando a pele
(MAHLER et al., 2014).

4.2 Observacéo de Endoparasitos

Em um segundo momento foi realizado a observacdo dos endoparasitos nos

animais, esses encontram se dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Ocorréncia de helmintos, em ratos alojados no Biotério Central da Universidade
Federal do Amazonas.

Endoparasitos Somatdria do nimero de parasitas encontrados nos animais examinados
1- recém- 2- Adultos 3- mais de6 Total de positivos
Helmintos desmamados jovens meses (%)
(n=3) (n=8) (n=5) (1+2+3)/16 x 100
Syphacia obvelata 5 1 2 50,0
Aspiculuris tetriptera 4 1 31,25
Hymenolepis nana 1 2 6 56,25
Hymenolepis diminuta 2 0 0 12,5
Nippostrongylus 0 2 0 12,5
brasiliensis
Balantidium caviale 0 1 00 6,25

Na analise, os resultados revelaram a presenca de varios tipos de helmintos, tais
como Syphacia. obvelata com uma prevaléncia de 50% de infecgdo, principalmente nos
animais recém-desmamados. Isso corrobora com o levantamento de Carvalho et al. (2009)
ao relatar que observou ovos embrionados, assimétricos, de aspecto retilineo, caracteristico
de Syphacia sp. uma vez, que este parasito habita o ceco dos ratos. Existem relatos que S.
obvelata induz a artrite e interfere no transporte de eletrdlitos no intestino segundo Lubcke
et al. (1992). Além disso, Syphacia muris, em ratos e S. obvelata em camundongos,
aumentam a suscetibilidade do hospedeiro (PEARSON; TAYLOR, 1975)

E os dados de Gilioli (2003) no qual encontrou 86,6% desses parasitos S. obvelata
nos animais, no total de treze biotérios, das dezoito institui¢cbes que foram pesquisadas.

Segundo Baker (1998) ratos que apresentem imunodeficiéncia e possuirem S. muris
poderiam desenvolver doencas clinicas, apresentando diarréias, desidratacdo, perda de

peso, abdémen distendido podendo chegar ao o6bito.
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Também foi observado o helminto A. tetraptera com uma percentagem de 31, 25
presente em sua maioria em recém-desmamados. Os resultados encontrados foram
semelhantes aos observados por outros autores como Linardi et al. (1984), Yoshizawa et al.
(1996) e Bicalho et al. (2007). Existem casos que os animais com alta parasitemia podem
desenvolver prolapso retal, intussuscepcao e impactacédo fecal (BAKER, 1998).

Outro resultado positivo de parasitos foi a presenca de Hymenolepis nana, e
H.diminuta com um elevado grau de parasitemia, esses dados estdo de acordo com os de
Carvalho et al. (2009), no qual revelou trés tipos de ovos caracteristicos desses cestodeos.
Segundo Marques (2002) o animal ao apresentar um elevado grau de parasitos, podera ter
consequéncias graves, como perda de peso, bem como baixa absor¢do nutricional. E
importante abordar que H. nana é um organismo de importancia para saude publica,
consideradode risco 2 (MARQUES, 2009).

Segundo os estudos realizados por Gilioli (2003), os dados de questionarios
respondidos por responsaveis por biotérios de vérias institui¢des brasileiras mostraram que
a maioria dos biotérios analisados ndo possuia um sistema de barreiras sanitarias eficiente
capaze de manter animais sob condicdes sanitarias controladas, por isso a infeccdo por
parasitos sdo generalizadas em colnias nos animais dos biotérios analisados.

Outra espécie encontrada foi B. caviale, embora em pouca quantidade 6,25% o

mesmo é bastante comum nesses laboratorios.

Tabela 3. Ocorréncia de protozoarios em ratos alojados no Biotério Central da

Universidade Federal do Amazonas.

- 1- recém-desmamados  2- Adultos jovens 3- mais de 6 meses Total de positivos (%)
Protozoarios (n=3) (n=8) (n=5) (1+2+3)/16 x 100
Hemastix muris 1 0 0 6,25
Entamoeba muris 1 1 4 37,5
Spironucleus muris 0 3 0 18,75

A presenca de Spironucleus muris, em 18,75% dos animais adultos jovens
(TABELA 3). Esse nematddeo é muito comum e tem demonstrado interferir nas pesquisas
de varias formas, como aumento na severidade de infec¢Ges co-patogénicas, aumento na

mortalidade associada aos tratamentos com cadmio, alteracdes nas fungdes macrofagicas e
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linfociticas nos animais estimulados com toxina tetanica, eritrocitos de ovelhas e mitdgenos
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1991).

Outro achado observado foi Entamoeba muris, que apresentou positividade em
todas as idades investigadas num total de 37, 5%, ha pesquisas que confirmam a presenca
dessa espécie na qual demonstra uma prevaléncia de 5 a 55% nos ratos, levando-se em
consideracdo o apontamento de falta de sanidade no local devido a presenca dessa espécie
segundo relatos de Mahler et al. (2014).

Tabela 4. Ocorréncia de coccidios, em ratos alojados no Biotério Central da Universidade
Federal do Amazonas.

Coccidi 1- recém-desmamados  2- Adultos jovens 3- mais de 6 meses Total de positivos (%)
occldios (n=3) (n=8) (n=5) (1+2+3)/16 x 100

Eimeria sp. 0 1 0 6,25

No que se refere aos resultados do parasita Eimeria sp. houve pouca ocorréncia, ndo
menos importante, uma vez que este se encontra presente em animais de laboratorio,
podendo causar enterites e 0 6bito (MAHLER et al., 2014)

Todos achados relatados tanto por ecto e endoparasitos sdo generalizados nas
coldnias e a associacdo de infeccbes multiplas um fator comum em grande parte dos
animais dos biotérios existentes. Portanto todos os ectoparasitos relatados até o presente
momento corroboram com os dados de Bicalho et al. (2007) que estudaram 13 biotérios de
instituicBes publicas do estado de Minas Gerais e observaram 111 ratos, no qual apresenta
0s seguites espécies em ratos Poliplax spinulosa (8, 1%), Syphacia muris (46, 2%),
Spironucleu smuris (85, 7%), Hexamastix muris (14, 3%) e Entamoeba muris (85, 7%)
Myobia musculi (23, 1%), Myocoptes musculinus (38, 5%), Radfordia affinis (15, 4%),
Syphacia obvelata (92, 3%), Aspiculuris tetraptera (23, 1%) e Hymenolepis nana (15, 4%).
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

Os ratos do biotério da UFAM apresentaram ecto e endoparasitos diversos e

semelhantes a outras unidades de criacdo com padrao sanitario convencional;

Foram detectados os seguintes ectoparasitos Chirodiscoides cavie, Myobia musculi,
Poliplax serrata, Radfordia affinis e Myocoptes musculinus. Sendo o C. cavie 0 mais

prevalente, com 68,75% de positividade;

Foram detectados o0s seguintes endoparasitos Syphacia obvelata, Aspiculuris
tetraptera, Hymenolepis nana, Hymenolepis diminuta, Nippostrongylus brasiliensis,
Balantidium caviale, Hemastix muris, Entamoeba muris, Spironucleus muris e Eimeria sp.

Sendo 0 H. nana o de maior ocorréncia nos ratos com 56, 25%.
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ANEXQOS

ANEXO A - Técnica de Sheather (modificada) (SHEATHER, 1923) para
centrifugo-flutuacao.

ANEXOB- Aprovacdo pelo comité de Etica em experimentacdo animal da
UFAM do projeto de pesquisa. Protocolo de niUmero 063/2011.
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ANEXO A — Técnica de Sheather (modificada) (SHEATHER, 1923) para centrifugo-
flutuacéo.

FUNDAMENTO: Centrifugo-flutuacdo de possiveis estruturas parasitarias por solucédo de
glicose de densidade de 1.235 a 1.500.

INDICACAO PRINCIPAL: Ovos leves, larvas e cistos onde se destaca a grande
sensibilidade para cistos extremamente leves como os de Cryptosporidium parvum.

PROCEDIMENTO TECNICO:

1. Homogeneizar as fezes com aproximadamente10 volumes de agua;

2. Filtrar passando por gaze dobrada 4 vezes em funil pequeno sobre tubo de centrifuga até
pouco menos da metade do tubo, completando com agua;

3. Centrifugar a 2500 R.P.M. por 2 min e decantar;

4. Desprender o material do fundo do tubo por batidas com a lateral dos dedos e colocar até
aproximadamente o meio do tubo, solugéo de glicose de densidade entre 1.235 -1.500;

5. Centrifugar a 2000 a 2.500 R.P.M. por 1 minuto;

6. Retirar com cuidado a pelicula superficial com alga de platina;

7. Colocar 4 a 5 por¢des da pelicula em l1amina;

8. Examinar em objetiva de pequeno aumento (aproximadamente 10x) e em caso de campo
suspeito utilizar a de médio aumento (aproximadamente 40x).
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AN_EXOB— Apr_ovagéo pelo comité de Etica em experimentacdo animal da UFAM do
projeto de pesquisa. Protocolo de nimero 063/2011.
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