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INTRODUCCION

El uso de modelos animales para el estudio de “desérdenes humanos” ha jugado un rol
critico en entender los procesos de enfermedades y, de hecho, han sido de gran valor para
el disefio y test de regimenes de tratamiento. Una gran variedad de especies, vertebrados e
invertebrados, han sido utilizados con estos fines. La docencia e investigaciéon biolégica,
biomédica, y el desarrollo, produccion y control de medicamentos, alimentos y otros insumos
importantes para la salud humana y animal, requieren la utilizacion de animales de

laboratorio.

Los ratones han sido domesticados durante siglos, incluso milenios, y se han utilizado en la
investigacion cientifica desde la década de 1600. Sin embargo, el desarrollo de métodos que
utilizan al ratéon de laboratorio como un modelo de investigacion empezé realmente con

experimentos genéticos en el afio 1900. (3)

Hoy en dia, el raton de laboratorio es reconocido como el modelo preeminente para la
investigacion genética moderna. Los ratones también se utilizan en una variedad de otros
tipos de investigacioén, incluyendo el cancer, la inmunologia, la toxicologia, metabolismo,
biologia del desarrollo, la diabetes, la obesidad, el envejecimiento y la investigacion
cardiovascular. Ellos son apreciados por muchas cualidades, incluyendo su tamafio
pequefio, corto tiempo de generacién, y la facilidad de reproducciéon en el laboratorio. El
hecho de que son genéticamente los mejor caracterizados de todos los mamiferos aumenta

su valor para todos los campos de estudio. (50)

El disefio de los experimentos que utilizan ratones de laboratorio exige la definicion
detallada de las caracteristicas genéticas y ambientales. Solo asi, utilizando animales
definidos y estandarizados se obtendran resultados reproducibles. Mantener los animales en
condiciones sofisticadas durante los experimentos puede ser indtil si los mismos fueron
previamente sometidos a agentes infecciosos, nutricibn inadecuada, estuvieron en contacto
con agentes quimicos perjudiciales o albergados en condiciones que alteraron sus
caracteristicas comportamentales, fisiolégicas y hasta anatémicas. Todo lo que suceda

desde el nacimiento hasta la muerte del animal debe ser preocupacion del investigador, pues



a todo lo largo de este intervalo pueden introducirse variables que afecten adversamente los

resultados experimentales. (13)

En nuestro medio la Ciencia y la Tecnologia de animales de laboratorio aiin no alcanzan los
requerimientos Optimos. Existe un numero muy limitado de profesionales y técnicos
especializados en los diferentes aspectos de la cria y el mantenimiento de los animales. Los
usuarios, no estan, en la mayoria de los casos, preparados para definir la calidad del animal
gque necesitan y generalmente desconocen la historia previa de los que usan y las diferencias

de los bioterios que los originaron. (39)

En Ecuador existen varios centros de experimentacion animal localizados en diferentes
Universidades y Laboratorios Industriales Farmacéuticos; sin embargo cada uno se rige a
normativas internas desarrolladas bajo la visibn de manuales aprobados

internacionalmente.

Paises como Canada, Espafia, Inglaterra, Estados Unidos, México y Argentina, han
establecido leyes y reglamentos nacionales que regulan la produccion, cuidado y uso de los
animales de experimentacion, cada una de estas no difiere grandemente, ya que tienen
como base acuerdos internacionales como Declaracion Universal de los Derechos de los
Animales (UNESCO 1986) y la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(NRC, 1996). (7)

La Facultad de Ciencias de la ESPOCH cuenta con dos espacios fisicos en donde se crian,
mantienen y utilizan animales de laboratorio. Las especies que se producen son ratas
albinas (Rattus norvegicus) también llamadas ratas noruegas y ratones albinos (Mus
musculus), muchos de estos animales son utilizados para practicas estudiantiles, asi como

para proyectos de investigacion de tesis.

Por esta razén es necesaria la determinacion y andlisis de los factores que pudieran
intervenir en el desarrollo de las especies ya sean que estos se encuentren en el ambiente
fisico que lo rodea de manera inmediata o del encierro secundario, es decir, macro y micro
ambiente. Indiscutiblemente es de vital importancia la calidad genética y microbioldgica

para obtener resultados confiables y repetibles en las investigaciones realizadas.



La Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, como institucion educativa promotora de la
investigacion cientifica, de acuerdo con su vision: "Ser una institucion universitaria lider en la
Educacion Superior y en el soporte cientifico y tecnologico para el desarrollo socioeconémico
y cultural de la provincia de Chimborazo y del pais, con calidad, pertinencia y reconocimiento
social”, ha decidido acertadamente implementar un bioterio en la Escuela de Bioquimica y
Farmacia, el cual sera un gran aporte para los estudios que se desarrollaran posteriormente.
Para lo cual se requiere una infraestructura adecuada, personal calificado y animales de
experimentacion estandarizados para certificar la validez y eficiencia de los experimentos, su
publicacion y su posterior aplicacion. Al mismo tiempo se debe establecer normas,

desarrollar politicas, realizar regulaciones y efectivizar su produccién con ética y calidad.

La investigacion cientifica requiere precisar los estudios avanzados a través de experimentos
lo més semejantes posible a la reaccion humana. La organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) expresaba en su XI Reunidn Interamericana de 1980: “Los paises que han logrado un
gran avance en el control de las enfermedades humanas y animales son aquellos que han
establecido entidades que se dedican al mejor desarrollo de la Ciencia del manejo de los

Animales de Laboratorio”. (4)

De tal forma que el presente trabajo de tesis tiene como objetivo general determinar los
pardmetros de Buenas Practicas de Produccién de Mus musculus en el Bioterio de la
Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, y los
objetivos especificos son: Analizar los factores microambientales y macroambientales en los
gue habitan los animales de experimentacion (Mus musculus) del Bioterio de la Escuela de
Bioquimica y Farmacia. Realizar el control sanitario de los animales de experimentacion Mus
musculus del Bioterio de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la ESPOCH. Elaborar un
manual de Buenas Practicas de Produccién para el Bioterio, con el fin de mejorar los medios
experimentales e investigativos en los cuales son utilizados los animales de

experimentacion.



INDICE DE TABLAS

TABLAN°1  PARAMETROS BIOLOGICOS DEL RATON.......cocoeiiiiiiiiiieeeeee e,
TABLAN°2  VALORES REFERENCIALES DE QUIMICA SANGUINEA....................
TABLAN°3  PARAMETROS NORMALES EN ORINA.........cceeiiiiiiiiiieeeeee e,
TABLA N° 4 PARAMETROS HEMATOLOGICOS.......cviiiiiiieiii e s

TABLA N° 5 CLASIFICACION SANITARIA DE LOS MODELOS ANIMALES.............
TABLA N° 6 CATEGORIZACION DE MOLESTIAS PERMITIDAS.........eieiiieeeecin
TABLA N°® 7 FACTORES MACROAMBIENTALES RECOMENDADOS RATON Mus
TABLA N° 8 ESPACIO RECOMENDADO PARA RATONES......cci it
TABLA N° 9 PARAMETROS BACTERIOLOGICOS PARA AGUA POTABLE...............
TABLA N° 10 PARAMETROS FiSICOS PARA AGUA POTABLE..........ccccovvviieeeeeeen
TABLA N° 11 PARAMETROS NUTRICIONALES.........c.covoiieeeteeeteeeeeee e,
TABLA N° 12 RACIONES DE NUTRIENTES RECOMENDADAS........ccoi i,
TABLAN° 13  CLASIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS INFECCIOSOS POR
GRUPOS DE RIESGO...... ittt et et ettt

TABLAN® 14  NIVELES DE CONTENCION DE LOS ANIMALARIOS............oeviinnnnnnn



iNDICE DE CUADROS

CUADRO

CUADRO

CUADRO

CUADRO

CUADRO

CUADRO

N° 1

N° 2

N° 3

N° 4

N° 5

N° 6

RESULTADOS DEL CONTROL DEL MACROAMBIENTE.............
RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO DEL
MICROAMBIENTE Y EL AIRE.......cc it
RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO DEL AGUA Y
ALIMENTO ... e e
RESULTADOS DEL CONTROL PARASITARIO.......c.cocvviiiiinnnn,
RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO....................
RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO EN LOS

71

72

72

73

74

74



INDICE DE FIGURAS

FIGURAN° 1

FIGURA N° 2

FIGURA N° 3

FUNCIONAMIENTO DEL CICUAL.....coeiii it e e
DISENO BIOTERIO.......iiuit it i e et e e

ESQUEMA DEL BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y

57



INDICE GENERAL

INDICE DE TABLAS

INDICE DE CUADROS

INDICE DE FIGURAS

INTRODUCCION

1.

1.1.

1.2.

1.3.

1.3.1.

1.3.2.

1.3.3.

1.3.4.

1.4.

1.4.1.

14.2.

1.4.3.

1.4.4.

1.5.

15.1.

15.2.

153.

MARCO TEORICO ... e et et e e e et

GENERALIDADES ... ..ot e eeeeeeeeeeeeeeee e
BUENAS PRACTICAS PARA EL CUIDADO Y USO DE ANIMALES DE
EXPERIMENTACION. ..ottt e e e e e e
CARACTERISTICAS DEL RATON MUS MUSCUIUS.......ceuiiieieeiee e eee e
VALORES FISIOLOGICOS.......coiiiiiiiiiit et e e ettt e e e e
CLASIFICACION MICROBIOLOGICA. ... v iee et e e e
CLASIFICACION GENETICA ......uieiee e e e,
METODOS DE APAREAMIENTO . ......coiii it e,
EXPERIMENTACION ANIMAL ..ottt e e e e e e e s
ASPECTOS QUE INFLUYEN EN LA EXPERIMENTACION Y EL BIENESTAR
ANIMAL .. .o e e e e e e et e e e s
CONTROL SANITARIO . ...ttt et
BARRERAS SANITARIAS ...ttt et
EL BIENESTAR ANIMAL COMO REQUISITO DE CALIDAD........c..cccceveeeiiieaeannn,
BIOTERIO E INSTALACIONES ...ttt e e e,
DISENO DEL BIOTERIO ...iiiiiiit it et et ettt et e e e e
MEDIO AMBIENTE ... .vuvtiitiee e et ettt et e e et et e e e e

14

16

17

22

23

25

27

29

30



1.5.4.

1.5.5.

1.5.6.

15.7.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

2.1.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

3.

4.

MICROAMBIENTE .......ceiiitie e e e et e e e e e e et
CONTROL DE PLAGAS ...t oo
ELIMINACION DE DESECHOS. .. ...oeiiiii et e e e
CONDICIONES DE BIOSEGURIDAD .........ovuiiiieeee et e e e,
ETICA Y LEGISLACION ......uutiitiit it et e ettt et e e e e,
ALTERNATIVAS AL USO DE ANIMALES .......ccoiviiiiieiee e,
LEGISLACION COMPARADA ...ttt e e e e e

PARTE EXPERIMENTAL ... .o e e e e e e e

LUGAR DE LA INVESTIGACION

METODOLOGIA DE TRABAJO.......ccoiiiiiiitit et et et e e e
ASPECTOS DE LA METODOLOGIA.......coiiiiiiiiiiit e e,
IDENTIFICACION DE LOS PUNTOS CRITICOS DE CONTROL....................
PROCESAMIENTO DE RESULTADOS ..ot et e e e et e e e

35

42

42

43

45

47

47

57

57

58

58

58

60

61

70

71

75

BIBLIOGRAFIA
ANEXOS
ANEXO 1 GRAFICOS ESTADISTICOS DE LOS RESULTADOS.

ANEXO 2 GUIA DE MANEJO Y CUIDADO DE ANIMALES DE LABORATORIO.



1. MARCO TEORICO

1.1. GENERALIDADES

Las Buenas Précticas de Produccion (BPP), es un conjunto de normas, de procedimientos
operacionales y practicas establecidas y promulgadas por determinados organismos que

se consideran de obligado cumplimiento para asegurar la calidad de las producciones. (2)

Las normas de BPP constituyen, en esencia, una filosofia de trabajo, son un sistema de
organizacion de todo lo que de alguna forma interviene en la realizacion en el proceso
productivo. La adopcion de las BPP para todos los que participan en el proceso productivo
contribuye a: Obtener mayor productividad, incrementar la seguridad del personal que

participa en el mismo, mejorar la calidad de los productos. (46)

Esta terminologia de Buenas Practicas se recoge en los diferentes paises y es aplicable a
cualquier tipo de produccion. En el caso de los animales de experimentacién no existe una
norma mundial de Buenas Practicas en la produccién de animales de experimentacion, lo

gue todos refieren son Guias para el Cuidado y uso de animales de laboratorio. (46)

Un buen Programa de Buenas Practicas en la produccion y reproduccion de animales,
debe incluir instalaciones, ambiente, equipamiento y cuidado que permitan al animal
crecer, reproducirse, mantener su buena salud, tener un bienestar adecuado y minimizar
las variaciones que pueden afectar los resultados de las investigaciones en los cuales son
empleados. (101)

1.2. BUENAS PRACTICAS PARA EL CUIDADO Y USO DE ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

Existe abundante evidencia de que las condiciones ambientales en que se crian y
experimentan los animales influyen decisivamente en las respuestas a los diferentes

tratamientos. Si se requieren repuestas estandarizadas, las condiciones en que se



mantiene a los animales deben ser fijas y comparables en todos los laboratorios del
mundo. (7)

En general, los cambios en el ambiente son registrados por los receptores externos de los
animales que envian la informacion al Sistema Nervioso Central (SNC), el que, a su
vez, informara al sistema neuroendocrino para restaurar cualquier desbalance
homeostéatico. Esto producira cambios en el modelo animal y, con ello, alteraciones,
reconocibles o no, en las respuestas ocasionadas por el tratamiento experimental. Estas
alteraciones pueden traducirse en una modificacién del tipo de respuesta o en un

aumento de la variabilidad de los resultados, entre o dentro de los laboratorios. (9)

Los principales factores ambientales que afectan a los animales pueden clasificarse en:

- Climaticos (temperatura, humedad, ventilacion, etc.).

- Fisicoquimicos (iluminacién, ruido, anestésicos, composicién del aire y cama, etc.).

- Habitacionales (forma, tamafio, tipo y poblacion de las jaulas, etc.).

- Nutricionales (dietas, agua y esquema de administracion).

- Microorganismos y pardsitos, con especial referencia a los patégenos especificos de
cada especie.

- Situacion experimental.

1.3. CARACTERISTICAS DEL RATON Mus musculus

TAXONOMIA

Clase: Mamalia
Orden: Rodentia
Familia: Muridae
Género: Mus

Especie: musculus



El raton domeéstico es una especie cosmopolita, comensal del hombre. Se adapta
ampliamente a una gran variedad de condiciones ambientales, desde zonas muy frias
hasta regiones tropicales. En general las especies prefieren lugares mas secos que
humedos. (88)

Es de habitos nocturnos, sociales y su comportamiento esté influenciado por feromonas.
Posee un agudo sentido de la audiciéon, y responde a un amplio rango de secuencias
ultrasonicas, por ejemplo cuando la hembra con cria sale del nido, sus crias emiten
sonidos ultrasénicos que inmediatamente son percibidos por la madre. En el laboratorio los
ratones se alteran por sonidos de muy baja frecuencia, por lo que hay que tener cuidado

con los equipos que se utilizan dentro del mismo. (89)

El sentido del olfato estd muy desarrollado, no sélo para detectar comida y depredadores,
sino también para percibir un orden social.

La vision es muy pobre, la retina tiene muy pocos conos, y por lo tanto no pueden percibir
los colores. Poseen una glandulas con forma de herradura en la 6rbita del ojo llamadas
Glandulas Harderianas, cuando el ratdn esta estresado excreta una sustancia amarronada

“porfirina” en la zona periocular.

El sistema social depende de la densidad de poblacion, viven en grandes colonias y el
rango social esta bien desarrollado. Generalmente son muy déciles a excepcion de algunas
cepas exocriadas que mantienen su agresividad, muestra de ello es el canibalismo de los
ratones jévenes puede ser un serio problema en colonias endocriadas. EI manejo de los
recién nacidos deben hacerse manipulados de manera suave y tranquila, y devolver la
camada al nido lo mas pronto posible. Por su pequefio tamafio corporal son muy
susceptibles a cambios ambientales, ain pequefios cambios de temperatura (2 a 3 °C)
pueden afectar la temperatura corporal del animal y modificar su fisiologia. (88)

El tamafio del ratén adulto varia entre 12 a 15 cm. desde la punta de la nariz a la punta de
la cola, el largo de la cola es igual al largo del cuerpo y con un peso aproximado de 30g
Las crias al nacer tienen un peso aproximado de 1 a 2 g y gana rdpidamente peso durante
la lactacion. Son omnivoros y el bazo del macho es mayor que el de la hembra. El tamafio

del cuerpo del adulto varia de acuerdo a:



- Variables intrinsecas: genotipo, sexo y edad.

- Variables extrinsecas: dieta, nUmero de ratones por caja y temperatura ambiental.

Muchos factores ambientales y genéticos influyen sobre la longevidad del raton, entre
estos factores se encuentra la dieta, la densidad animal por caja, las infecciones
subclinicas, los métodos de apareamiento, la predisposicion genética a tumores, la cepa, el
sexo Y la presencia o ausencia de genes mutantes deletéreos. Tienen una vida Gtil de 10 a
12 meses y se obtienen de 10 a 12 camadas. En general, los ratones hibridos, producto del
cruzamiento entre dos cepas puras, viven mas que los parentales. Se estima que el 95%
de los animales utilizados en investigacion biomédica son roedores: 90% ratones y ratas,

2% hamsters, 2% cobayos, 1% otros. (64)

VENTAJAS DEL USO DE ROEDORES

- Fécil Cuidado y mantenimiento, costo accesible de manutencién

- Alta capacidad reproductiva

- Tiempo corto de generacion

- Existe mucha informacién sobre diferentes especies de roedores

- Gran numero de cepas hien definidas y stocks de roedores tradicionales de laboratorio

- Diversidad de caracteristicas especificas que sirven como modelos (61)

1.3.1. VALORES FISIOLOGICOS

PARAMETROS BIOLOGICOS BASICOS

Los valores tipicos de diversos parametros biolégicos, la quimica sanguinea, orina y
hematologia se presentan a continuacion (Ver Tabla N° 1). Una variacion significativa de
los valores se pueden producir entre los ratones individuales, las cepas y las existencias,
los laboratorios y los métodos de muestreo. Es imprescindible que los laboratorios

establezcan los valores normales para su instalacién especifica. (58)



TABLA N° 1 PARAMETROS BIOLOGICOS DEL RATON

PARAMETRO VALOR TIiPICO
NUumero cromosomas (2n) 40
Promedio de vida 2-3 afios
Peso al nacer la2g
Edad destete 19 a 21 dias
Peso destete 10al2g
Edad pubertad 35 dias
Peso corporal de adultos 20a40g9
Edad reproductiva 42 dias
Duracién del ciclo sexual 4 a 5 dias
Reproductividad sexual 10 a 20 horas
Tamafio de la camada 6 a 12 crias
Periodo reproductivo 6ptimo 7 a 8 meses
Productividad crias al afio 50 a 100 crias
Temperatura corporal 36.5-38.0 ° C (97,5-100,4 ° F)
Temperatura rectal 37.5+/-05°C
Ritmo del metabolismo 180 a 505 kcal / kg / dia
Ingesta de alimentos 12 a 18 g/100 g peso corporal / dia
Ingesta de agua 15 mL/100 g peso corporal / dia
Frecuencia respiratoria 138 (94-163) respiraciones / min
Ritmo cardiaco 470 (325-780) latidos / min

Fuente: Consejo Canadiense de Proteccién de los Animales CCAC 2001

QUIMICA SANGUINEA

Los valores aproximados para los pardmetros de quimica clinica se muestran en la Tabla
N° 2 Los valores representan los rangos de los valores promedios reportados para los
ratones de entre 1 y 12 meses de edad. Representa los datos de los ratones de cepas

distintas, sexos y condiciones de laboratorio y la vivienda. (58)



TABLA N° 2 VALORES REFERENCIALES DE QUIMICA SANGUINEA

PARAMETRO VALOR
Glucosa mmol/L 9.71-18.60
Urea mmol/L 12.14-20.59
Colesterol Total mmol/L 1.27-2.48
Proteina total g/L 42-60
Albumina g/L 21-34
Globulina g/L 18-82
Amino- transferasa Aspartato (AST, SGOT) U/L 55-251
Amino- transferasa Alanina (ALT, SGPT) U/L 28-184
Fosfatasa Alcalina U/L 28-94

Fuente: Consejo Canadiense de Proteccion de los Animales CCAC 2001

ANALISIS DE ORINA

La evaluacion de la orina del ratén se ve complicado por los volimenes pequefios que
suelen estar disponibles. Para los estudios que requieren multiples o andlisis de orina
cuantitativo. Los pardmetros normales de orina se muestran en la Tabla N° 3. El
tratamiento de agua potable con cloro, acido, o antibidticos 6ticos pueden afectar la

palatabilidad del agua, y puede reducir la ingesta de agua. (58)

TABLA N° 3 PARAMETROS NORMALES EN ORINA

PARAMETRO VALOR
Color Claro o ligeramente amarillo
Volumen especifico 0.5-2.5mL/24 h
Gravedad especifica 1,030
pH 5.0
Glucosa 0.5-3.0 mg/24 h
Proteinas 0.6-2.6 mg/24 h

Fuente: Consejo Canadiense de Proteccion de los Animales CCAC 2001



HEMATOLOGIA

La hematologia es el estudio de la sangre y por lo general se refiere al estudio de sus
componentes celulares, como eritrocitos o glébulos rojos, los leucocitos o globulos
blancos (leucocitos) y plaguetas. Los parametros hematoldgicos de referencia se
encuentran en la Tabla N° 4. La sangre puede ser analizada con equipos automatizados
(recuento sanguineo completo automatizado) y por el examen microscopico de frotis de
sangre. El frotis de sangre se realiza mediante la colocacién de un punto (mas pequefo
que una gota) de sangre cerca de un extremo del portaobjetos de vidrio, generalmente

cerca de la etiqueta. (20)

Es importante que la etiqueta quede hacia arriba para que el frotis y la etiqueta estén en

el mismo lado, evitando asi la posibilidad de que quede inadvertida. (58)

TABLA N° 4 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

PARAMETRO VALOR
Globulos rojos X 10*/L 7.9-10.1
Hemoglobina g/L 110-145
Hematocrito % 38.5-45.1
MCV fl 48.0-56.0
MCHC g/dL 25.9-35.1
Plaquetas sanguineas X 10°/L 600-1200
Glébulos blancos X 10%/L 5.0-13.7
Neutréfilos 10°/L 0.4-2.7
Linfocitos 10%/L 7.1-9.5
Volumen sanguineo (mL/kg) 70-80

Fuente: Consejo Canadiense de Proteccién de los Animales CCAC 2001



1.3.2. CLASIFICACION MICROBIOLOGICA

En funcién de la fuente de obtencion y las condiciones de cria del animal, asi como la carga
microbiana asociada al mismo, los animales de laboratorio se clasifican en diferentes

categorias higiénico-sanitarias. (22)

En 1969, Townsende en el Centro de Animales de Laboratorio de Carshaltan, Inglaterra
publica un esquema de clasificacion de los animales de laboratorio, en el cual éstos pueden

asociarse en cinco categorias:

CATEGORIA I: Animal Haloxénico (tradicionalmente Convencional)

Animales mantenidos sin ningln proceso especial (instalaciones abiertas) tradicionalmente
llamados Convencionales. Deben estar libres de toda evidencia de enfermedades infecciosas
especialmente trasmisibles al hombre, tanto en el examen clinico como post — morten.

Se refiere a las siguientes entidades biolégicas:

- Toda Salmonella y Shigella

- Mycobacterium tuberculosis
- Yersinia pseudotuberculosis
- Leptospira spp

- Dermatofitos

- Sarcoptes scabei. (11)

CATEGORIA 1I: Animal Miroxénico.

Son comparables a los animales convencionales mantenidos bajo condiciones sanitarias
estrictas y estandares. Los mismos albergan una fraccion inoculada de microorganismos no
patégenos tomadas de la microbiota de un haloxénico; deben mantener o ser del mismo

status de la Categoria | y ademas estar libres de:

- Listeria monocytogenes
- Bacillus piliformis



- Estadios intermedios de Céstodos y de Artropodos parasitos obligados.

- Especies determinadas demandan la ausencia de los Virus: Ectromelia (Ratén) (11)

CATEGORIA lIl: "Animal Gnotobidtico con microbiologia definida”

Son comparables a los animales derivados de cesarea (Axénicos) a los que se les introducen
voluntariamente especies microbianas conocidas. Deben ser del mismo status de la Categoria

Il y ademas estar libres de:

- Bordetella bronchiseptica
- Toda Pasteurella

- Todas las Coccidias (Eimerias spp) y Helmintos patdgenos
Ademas especies determinadas demandan la ausencia de:
- Streptobacillus moniliformis (Ratones y Ratas)

- Corynebacterium kutscheri (Ratones)

- Streptococcus pneumoniae

Todas las especies de Mycoplasma (Ratones y Ratas) (11)

CATEGORIA IV: Animal Heteroxénico (Libre de gérmenes patdgenos, SPF)

Son comparables a los animales descritos como libres de gérmenes patdgenos especificos
(Specific Pathogens Free, SPF). Estos son derivados de un Axénico o Gnotobibtico que
adquiere una microbiota proveniente de su medio, son mantenidos en Zonas Protegidas

(sistemas cerrados). Deben ser del mismo status de la Categoria Ill y ademas estar libres de:

- Estreptococos (excepto Grupo D)

- Neumococos

- Helmintos

- Protozoos patdgenos

- Virus que afectan estas especies (11)
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CATEGORIA V: Animal Axénico (Libre de gérmenes, GF)

Son animales que no albergan ninguna especie microbiana viviente detectable. Los mismos
son el resultado del uso de sistemas cerrados estériles y son libres de todo organismo
demostrable (virus, bacterias, hongos, parasitos y organismos saprofitos). Son conocidos
como animales "Germ Free" o "Axénicos", los cuales son derivados por histerotomia
(cesarea) o histerectomia aséptica, criados y mantenidos en un aislador mediante técnicas
"Gnotobidticas". Estos animales no siempre se obtienen en la practica, debido a los agentes

transmitidos verticalmente. (26)

Este esquema de clasificacion por categorias ha sido sujeto a revisiones regulares y a pesar
de algunos cambios menores en cuanto al establecimiento y definicion de las entidades
microbianas (bacterias, hongos, parasitos y virus) que deben o no estar presentes segun la

categoria especifica, el mismo ha resistido la prueba del tiempo. (68)

1.3.3. CLASIFICACION GENETICA

Segun el Manual de genética de roedores de laboratorio, con relacion a sus tipos
genéticos, los animales se clasifican en: Colonias Exocriadas (putbred stocks), Cepas
Endocriadas (inbred strains); Hibridos, Colonias Parcialmente Endocriadas, Cepas
Endocriadas Apareadas al Azar, Cepas Endocriadas Recombinantes, Mutantes, Cepas

Congénicas, Cepas Coisogenicas y Subcepas y desviacion genética. (11)

COLONIAS EXOCRIADAS

Mantenidas de forma de evitar el cruzamiento de familiares cercanos. El objetivo es
mantener el pool y la dispersion genética inicial por tantas generaciones como sea
posible. Para esto deben ser mantenidas como colonias cerradas, sin seleccion y de
manera de dar menos del 1% de endocria por generacidén. El logro de este objetivo
dependera del tamafio de la colonia, el método de eleccion de los préximos

reproductores y el método de cruzamiento que se elija.
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Los sistemas de cria recomendados para las colonias exocriadas dependen del tamafio

del nucleo de reproduccion a saber:

10 a 25 Machos reproductores por generacion. Se recomienda:
- Sistemas que maximizan evitar la endocria.

100 Machos reproductores por generacion. Se recomiendan:
- Sistemas que maximizan evitar la endocria.

- Sistemas de cruzamiento rotatorio.

Mas de 100 Machos reproductores por generacion. Se recomiendan:
- Sistemas de cruzamiento rotatorio.

- Cruzamiento al azar.

Sistemas gque maximizan evitar la endocria: estan basados en que cada macho
reproductor contribuye con un macho y cada hembra reproductora contribuye con una
hembra para la proxima generacién de reproductores. Estos nuevos reproductores se

aparean de forma de evitar el cruzamiento de familiares cercanos.

Sistemas de cruzamiento rotatorio: su objetivo es evitar el cruzamiento de familiares
cercanos y asegurar que la proxima generacion del nucleo reproductor provenga de un

grupo de padres mas amplio que el esperable por azar.

Cruzamiento al azar: el nucleo de reproduccion para la proxima generacion se elige
al azar en la colonia total y son apareados por sorteo, sin tener en cuenta el grado de
parentesco. Pueden ocurrir apareamientos de familiares cercanos, lo cual es una
desventaja, pero no ocasionaran un nivel alto de endocria cuando la colonia es de

tamafio considerable. (11)

CEPAS ENDOCRIADAS

Obtenidas a partir de una pareja Unica, por continuo cruzamiento entre hermanos o entre
padres e hijos. Después de 20 o mas generaciones con este método, se obtiene un

coeficiente de endocria (probabilidad de que dos genes de cualquier locus sean idénticos)
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del 98,6%. Este es el nivel minimo aceptado internacionalmente para que una cepa sea
designada endocriada. Estas cepas deben ser mantenidas por continuo apareamiento del

mismo tipo.

En general, la endocria disminuye el rendimiento reproductivo y tiende a disminuir la
expectativa de vida. Con frecuencia, el proceso de endocria pone al descubierto

anormalidades genéticas encubiertas en las colonias exocriadas. (11)

HIBRIDOS

Existen dos tipos, el Fl y el F2. El primero resulta del cruzamiento de dos cepas
endocriadas. Todos ellos son isogénicos (significa que todos los individuos son
genéticamente idénticos como gemelos monocigotos) pero heterocigotos en todos los
genes en que las cepas progenitoras difieran. En general, son mas adaptables a los
cambios ambientales que las cepas de sus padres y tienen mejor rendimiento
reproductivo. Solo se usa la primera generacién. Los F2 son los animales resultantes

del cruzamiento entre dos hibridos Fl. Tienen una base genética mayor que los FI. (11)

COLONIAS PARCIALMENTE ENDOCRIADAS

Colonias en las cuales el cruzamiento entre hermanos no ha alcanzado aun 20 generaciones.

CEPAS ENDOCRIADAS APAREADAS AL AZAR

Cepas que tuvieron por lo menos 20 generaciones de cruzamiento entre hermanos, pero no
estan siendo mantenidas con este tipo de cruzamiento. Esto puede realizarse por algunas
generaciones para producir un gran numero de animales experimentales por un método como el

de las luces de tréfico (traffic light).

CEPAS ENDOCRIADAS RECOMBINANTES

Producidas a partir de dos cepas endocriadas que se aparean para obtener los hibridos Fl. Estos
se vuelven a cruzar para formar el hibrido F2. De estos ultimos se seleccionan, al azar, machos
y hembras gque se endocrian nuevamente, dando origen a multiples lineas. El reordenamiento
y fijacion de los genes, originalmente presentes en las cepas progenitoras, ocurre en forma

azarosa en las cepas endocriadas recombinantes asi obtenidas.
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MUTANTES

Animales resultantes de una mutacion natural o inducida. La variacion genética de estos
animales es similar a la de la cepa que le dio origen. Generalmente, tienen caracteristicas

reproductivas pobres.

Producidas por retrocruzamiento (backcrossing), es decir, cruzamiento repetido de
animales portadores de un gen mutante con animales de una cepa endocriada que,
normalmente, no es portadora de dicho gen. Se obtienen retrocruzando, por 10 a 12
generaciones, el hibrido Fl portador de la mutante seleccionada con la cepa portadora
del fondo genético requerido. La linea asi obtenida se mantiene luego en estado
homocigo6tico por cruzamiento entre hermanos. Con este sistema no se transfiere
solamente el gen mutante sino, también, una porcion cromosomal adyacente cuyo
tamafio depende del nUmero de generaciones de retrocruzamiento usado para obtener

la cepa congenica (11).

CEPAS COISOGENICAS

Se obtienen ocasionalmente, cuando ocurre una mutaciéon en una cepa endocriada.

En este caso, la mutante solo difiere de la cepa original en un Unico locus.

SUBCEPAS Y DESVIACION GENETICA

Pueden existir diferencias genéticas entre cepas o0 colonias que comparten el mismo
nombre original, pero que fueron mantenidas en diferentes localidades. Por definicién,
esas cepas se Hainan subcepas. También, pueden producirse diferenciaciones
genéticas en una cepa o colonia mantenida en una localidad determinada durante un
periodo largo de tiempo y por eso, es muy importante el monitoreo genético
permanente. Cuando se requiere asegurar la preservacién de una determinada genética
por largos periodos, se puede recurrir a las técnicas de preservacion de embriones por

congelamiento a muy bajas temperaturas. (11)
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1.3.4. METODOS DE APAREAMIENTO

Pares monogéamicos: consiste en albergar juntos una hembra y un macho en forma
permanente. Este método facilita el sistema de registros y permite aprovechar el estro
posparto cuando este ocurre. EsS un método mas costoso en espacio, trabajo y

materiales.

Harenes: un macho se coloca junto con dos o mas hembras. Es un método que ahorra

machos, pero dificulta los registros. Pueden emplearse dos sistemas:

Harén permanente: el grupo se mantiene junto durante su vida reproductiva y se
aprovecha el estro posparto, pero se dificultan registros detallados y hay riesgo de

sobrepoblacion.

Retiro de la jaula: las hembras gravidas son retiradas a cajas separadas en el dltimo
periodo de gestacion, para facilitar los registros. Se evita la sobrepoblacion, pero se

pierde la posibilidad de aprovechar el estro posparto. (11)

1.4. EXPERIMENTACION ANIMAL

Segun Schwartz (1978): "Un modelo animal se define como un organismo viviente con una
inherente adquisicion natural a procesos patolégicos inducidos o espontaneos que de una

u otra manera semejan el mismo fenémeno ocurrido en el humano”.

Segun Nomura, del Instituto Central de Animales de Laboratorio en Kawasaki (Japén).

El animal de laboratorio definido es aquel que:

Primero: es engendrado y producido en condiciones controladas.
Segundo: mantenido en un entorno controlado.

Tercero: que posee claros antecedentes genéticos y microbiolégicos.
Cuarto: que existe una comprobacion sistematica de estos antecedentes.

Como vemos en estas definiciones se evidencia que:
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Animal de Laboratorio = Animal de Experimentacion = Biomodelo Experimental

Todo acto experimental que entrafie un ataque al estado de bienestar animal, susceptible
de causarle dolor, sufrimiento, angustia o agravio. Tiene como mision evidenciar o aclara

fendmenos biolégicos sobre especies animales determinadas. (54)

La importancia de la interpretacion de los resultados y la apreciacion de la extrapolacion de
estos de una especie a otra depende del modelo experimental utilizado. No existe un
modelo perfecto extrapolable al hombre, pero existen una infinidad de modelos
experimentales, cuyas respuestas fragmentarias incrementan el significado biolégico del
fendmeno observado. El animal de laboratorio tiene que ser respetado como ser vivo,
entender que padece necesidades y sufre dolor, por ley es obligacion del personal que lo

cuida, mantiene y utiliza (investigador), asegurar su bienestar y confort mientras viva.(77)

Adicionalmente, minimizar las variables no-experimentales optimiza el uso de animales en
un estudio determinado. Las condiciones ambientales en que se crian y experimentan los

animales influyen decisivamente en las respuestas a los distintos tratamientos. (45)

ANIMAL COMO REACTIVO BIOLOGICO

Se trata de un animal cuya calidad genética y ambiental ha sido controlada y asegurada y
por tanto, es capaz de dar una respuesta fiable y reproducible a la pregunta experimental.
Se suman a ello todas las consideraciones de cuidado para el bienestar de cada uno
segln especie y sus requerimientos etolégicos, de manera que no se generen
alteraciones o adaptaciones que modifiquen el modelo animal, alterando la respuesta

investigativa.

Para obtener este tipo de animal es necesario conocer el concepto de "barrera” (que
comprende las medidas y condiciones bajo las cuales se producen y reproducen los
animales en los bioterios), para garantizar que mantenga condiciones definidas, tanto

desde el punto de vista genético como sanitario. (13)
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El concepto "homogeneidad del reactivo biolégico" implica definir las condiciones del
animal en cuanto a caracteristicas somaticas peso, sexo y edad, genéticas igualdad o
similitud biolégica de su informacion genética a partir del mantenimiento de una tasa
de consanguinidad elevada- y sanitarias -segun los requerimientos del experimento:
axénicos (sin gérmenes), gnotoxenicos (con gérmenes controlados) o estandares con

flora nativa.

Entiéndase por barrera: La temperatura adecuada para cada especie; nivel de ruido,
intensidad de la luz, paso por autoclave de las cajas, camas y del agua y la comida de los
animales: verificacion por control microbiolégico medioambiental de las condiciones de las
salas de cria y mantenimiento de los animales; cambio de ropa de investigadores y
operarios para el ingreso a las salas de animales, son algunas barreras que garantizan que
no se introduzcan nuevas bacterias o contaminantes que alteren o cambien el modelo

animal. (3)

1.4.1.ASPECTOS QUE INFLUYEN EN LA EXPERIMENTACION Y EL BIENESTAR
ANIMAL

El cuidado, la utilizacion apropiada y el trato humanitario de los animales empleados en
investigacion, pruebas de laboratorio y educacién requieren de un conocimiento
especializado de los ambientes, procesos y procedimientos relacionados con su uso y
cuidado. Ello también implica el establecimiento de condiciones de infraestructura y
ambientes de trabajo propios y especificos. En la actualidad, en la mayoria de los paises
gue cuentan con esta ciencia y tecnologia desarrolladas se exige que dichas
condiciones sean certificadas y categorizadas segun competencias y necesidades. Por
eso, es importante la formulacion de un programa de aseguramiento de la calidad que
incluya control sanitario y genético, y entrenamiento y validacion permanente de
procesos y procedimientos de laboratorio (dentro de ellos, el conocimiento de la

etologia de cada especie animal utilizada). (42)

Se debe planear un adecuado ambiente fisico y social, hospedaje, espacio y manejo

para el albergue de los animales, considerando factores como:
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- Laespecie, raza o cepa de animales y sus caracteristicas individuales tales como sexo,
edad, tamafio, conducta y salud.

- La habilidad de los animales para integrar grupos con sus semejantes, a traves de la
vista, olfato y posible contacto, ya sea que los animales se mantengan aislados o en
grupos.

- El disefio y construccidn del alojamiento.

- Ladisponibilidad y adecuacion de elementos enriquecedores del medio ambiente.

- Las metas del proyecto y el disefio experimental (por ejemplo: produccién, crianza,
investigacion, pruebas de laboratorio y educacion).

- La intensidad de la manipulacién animal y el grado de alteracién, cambio o patologia
que puedan causar los procedimientos.

- La presencia de materiales peligrosos o que causen enfermedad.

- La duracion del periodo de permanencia de los animales.

Esto implica que el disefio de las areas de albergue, las zonas de trabajo y las areas de
almacenamiento, lavado, esterilizacion y desplazamiento deben ser cuidadosamente
disefladas por personal experto en el tema. El equipo de trabajo, ademas de ser
idéneo, debe contar con el apoyo de un CICUAL (Comité Institucional para el Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratorio), que vele porque cada proyecto de investigacion
cumpla con los requisitos adecuados y humanitarios de trato y manejo de los animales,
y garantice la capacitacion y entrenamiento requeridos por los investigadores y el

personal que se aproxime a los animales. (42)

1.4.2. CONTROL SANITARIO

Constituye el programa béasico de cuidado de los animales en salas de experimentacion o
bioterios. Alli los animales se integran a una serie de cuidados sanitarios que les protege
de microorganismos no definidos como parte de su condicién y por otro lado, se
resguarda a quienes los manejan de no contaminarse de microorganismos, especialmente
de tipo zoondtico. Este programa incluye procedimientos de rutina diaria, semanal o
mensual que permiten la 6ptima remocién de materiales y elementos potencialmente

colonizables por microorganismos que pueden afectar el entorno y la condicion biolégica
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del mismo animal. Para ello es indispensable establecer parametros de monitoreo sanitario

al animal y a su medio de albergue.

Se hace referencia a la practica repetida de una bateria de pruebas, por un lado, para
evidenciar que el animal mantiene las caracteristicas de la flora con las cuales fue
certificado para el tipo de estudio disefiado y por otro, para hacer un seguimiento
permanente a las condiciones del medio ambiente donde se aloja y cuida el animal,
verificando de manera constante y periddica el no ingreso de nuevos microorganismos

que puedan introducir cambios o variables en este. (38)

El control al material biolégico incluye evaluacién sexolégica, de heces y orina; el no

biologico, peritaje del agua, comida, cama, cajas y medioambiente.

El mantenimiento adecuado y estable de las condiciones microbiolégicas requiere la
definicibn de protocolos de higiene, desinfeccién y esterilizacién, tanto del material
biolégico como no bioldgico, y del medio ambiente. Para eso es importante tener
claramente definidos los protocolos de su obtencidn, definicidon y sustento conceptual y

cientifico.

La frecuencia e intensidad de los procedimientos de limpieza dependen de las
caracteristicas fisioldgicas y conducta normal del animal. Los métodos de
intervenciones higiénicas varian de acuerdo con muchos factores, entre ellos: tamano,
tipo y propiedades fisicas del encierro; tipo, numero, tamafio, edad y condicién
reproductiva de los animales; tipo y uso de los materiales de cama; temperatura y
humedad relativa; naturaleza de los materiales que crean la necesidad de la higiene;
fisiologia normal y caracteristicas de conducta de los animales, y rapidez con que se

contaminan las superficies del albergue. (35)

Algunos sistemas de alojamiento o protocolos experimentales pueden requerir técnicas
de manejo especificos, tales como la manipulacién aséptica o la modificacion de la
frecuencia del cambio de cama, situacion que debe ser cuidadosamente evaluada por
parte del investigador y el director del bioterio, pues esto puede modificar la conducta del

animal y cambiar el modelo. (38)
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En las instalaciones para alojar animales no se deben usar agentes que enmascaren los
olores, sustituirse las buenas practicas de higiene o ventilacién adecuada ni, tampoco,
exponer a los animales a compuestos volatiles que podrian modificar los procesos

fisiologicos y metabdlicos basicos.

La higiene incluye la limpieza del encierro primario y secundario, con procedimientos
validados y buenas practicas de laboratorio para garantizar el bienestar animal y por lo
tanto, los resultados de las investigaciones. La deteccion de agentes infecciosos
especificos, como los priones, requiere un manejo de proteccién y total destrucciéon en el

proceso de desinfeccion.

La evaluacion sanitaria de los animales empleados en investigacion sirve para clasificarlos y
asimismo, establecer su participacion segun la calificacion requerida para cada tipo de
ensayo biolégico. Asimismo, para su posible y permitido uso en docencia. Esta
determinacién sanitaria permite, a la vez, conocer las condiciones de produccion y
mantenimiento y la inexistencia de riesgos para las personas que estan en contacto con
ellos. (36)

Las clasificaciones mas conocidas y mas utilizadas son:

- Gnotobioticos: nacen libres de gérmenes, pero se contaminan intencionalmente

con determinados microorganismos.

- Axénicos (germfree): libres de todo germen demostrable.

Entre los métodos de obtencion de los animales incluidos en los dos grupos anteriores,
encontramos la histerectomia de una madre convencional, reproduccion por

emparentamiento de dos animales gnotobioticos, etc.

Una vez obtenidos, los animales deben dejarse en aisladores previamente esterilizados,

gue garanticen el mantenimiento de su calidad sanitaria. También debe seguirse el mismo
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protocolo con el agua, la comida, la cama y el aire. Estos métodos de obtencion y
mantenimiento son estrictos porque el objetivo es evitar cualquier tipo de contaminacion

con microorganismos a traves de estas fuentes.

- Animales SPF (specific pathogen free): libres de patégenos especificos, mantenidos en
sistemas separados del ambiente externo mediante barreras fisicas, disefiadas
especificamente para prevenir su contaminacion con patdgenos potenciales. El
término, por si mismo, no ofrece una idea exacta de la calidad sanitaria de los

animales si no se conocen los microorganismos patégenos ausentes en ellos.

- Convencionales: no necesitan barreras tan estrictas para su crianza y estan libres de
enfermedades transmisibles al hombre. Cuando su uso es permitido y siguiendo
protocolos aprobados por comités de ética, se utilizan para docencia o

entrenamiento.

Con el fin de definir mejor la calidad sanitaria de los animales de laboratorio, fueron
propuestos y utilizados varios sistemas de clasificacion que tienen en cuenta su flora
microbiana, su carga parasicolédgica y su sistema de manejo. Uno de los métodos mas
difundidos fue el utilizado por el ahora desaparecido Centro de Animales de
Laboratorio del Consejo de Investigaciones Medicas, del Reino Unido (LAC/MRC) en su
Sistema de Acreditacién de Criadores de Animales de Laboratorio. Este clasificaba los
roedores y lagomorfos con estrellas. A continuacion, un resumen de la clasificacion por

categorias y sus usos (Ver Tabla N°5). (36)

Una estrella: Comparable a animales criados sin barreras, tradicionalmente llamados
"convencionales", pero libres de las enfermedades comunes a los animales comunicables
al hombre. Estos suelen ser (tiles para colegios y universidades que ensenan ciencias

bioldgicas.

Dos estrellas: Comparables a los llamados "convencionales”, mantenidos bajo mayores
patrones de manejo y por lo tanto, no infectados con cestodos, lo que indicaria
contaminacion directa o indirecta de la colonia con otros animales. También deben estar
libres de enfermedades epidémicas serias, especificas para cada especie. Pueden ser

satisfactorios para algunos experimentos de corta duracion.
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Tres estrellas: Comparables a los derivados por histerectomia.

Cuatro estrellas: Comparables a los designados como SPE

Los pertenecientes a las categorias de tres y cuatro estrellas estan libres de un amplio

rango de patdgenos y son aptos para casi todas las disciplinas. Tienden a ser el grado

estandar de animales de laboratorio en los paises desarrollados.

Cinco estrellas: Comparables a los libres de gérmenes.

TABLA N° 5 CLASIFICACION SANITARIA DE LOS MODELOS ANIMALES

CATEGORIA DENOMINACION MANEJO DE ADECUADO
ACTUAL TRADICIONAL AUSENCIA DE BARRERAS PARA
*)
. Enfermedades CUIdédo . .
Una estrella Convencional " veterinario Docencia
zoondticas X
estandar
Cuidado
(**) Enfermedades veterinario: .
. i . Experimentos de
Convencional epidémicas monitoreo -
- . o corta duracion
Dos estrellas especificas microbiolégico
permanente
Organismos Simples de alto
incapaces de estandar de Experimentacién
(***) Libres de gérmenes  pasaje manejo: biologica y
patégenos transplacentario y definicién de biomédica
Tres estrellas especificos otro, raros en procedimiento
colonias con alto operacional
estandar de manejo estandar
il . . . . Sofisticadas: . .,
) Libres de gérmenes  Libres de amplio oTs ICE,i as Experimentacion
) alto estandar de .
patdégenos rango de . .., biologicay
Cuatro especificos atdbgenos majeo validacion biomédica
estrellas P patog de POES
Técnicas
() Cualquier espec!e.lles y
. ) . . L especificas de
. Libres de gérmenes  organismo Sistema estéril i .
Cinco experimentacion
demostrable o
estrellas biologica y
biomédica

Fuente: Centro de Animales de Laboratorio del Consejo de Investigaciones Medicas R.U.
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Como resultado de un programa conjunto para la cooperaciéon y desarrollo en ciencia y
tecnologia entre los gobiernos de Japén y Estados Unidos, elaboraron un Manual de

Monitoreo Microbiolégico de Animales de Laboratorio.

Si bien alli no se establece una clasificacion sanitaria de los animales, se aporta una
lista de agentes conocidos o sospechados como patdgenos, para ratas y ratones, que
pueden interferir con los resultados experimentales. También se entrega una
descripcion de los agentes, caracteristicas de la infeccion, métodos de control y
prevencion, y métodos de ensayo del agente patégeno. Es una excelente guia para el
control requerido en colonias de ratas y ratones que abastezcan animales definidos

sanitariamente. (36)

1.4.3.BARRERAS SANITARIAS

La barrera total es la suma de las barreras parciales, desde la mas sencilla a la mas
sofisticada. No poder afrontar instalaciones costosas no justifica la falta de empleo de
otras barreras simples como, por ejemplo, cerrar con llave las puertas para limitar el
acceso de visitantes o del personal no autorizado en determinados sectores, o el lavado
frecuente de las manos con procedimientos adecuados. Las barreras sanitarias
consisten en instalaciones, equipos, procedimientos y rutinas deben estar validadas.
Su utilizacion debe realizarse siguiendo estrictos Procedimientos Operativos
Estandarizados (POE's) escritos, en cuya aplicacion deben estar familiarizados vy

entrenados los usuarios.

Los POE's deben estar disponibles en cada area de trabajo a la que
corresponden. La direccién del establecimiento o el departamento que corresponda
deben contar con un ejemplar completo. A continuacion, una lista de las principales

barreras sanitarias y algunos comentarios sobre su instalacion y utilizacion. (83)

- Ubicacion del bioterio fuera del alcance de peligros sanitarios (separacion de
instalaciones de diferente grado sanitario, alejamiento de lugares frecuentados por

animales salvajes o personas enfermas, etc.) y utilizacion de sistemas y materiales
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de construccion que eviten el alojamiento de plagas y faciliten los procesos de
sanitizacion.

- Disefio del bioterio adecuado, para asegurar el aislamiento de las zonas de animales y
de los elementos sanitizados respecto de las zonas con mayor grado de
contaminacion. Es aconsejable la utilizacion de codigo de colores.

- Filtracion adecuada del aire de ingreso y gradiente de presion desde las zonas
mas limpias a las mas contaminadas (presion mayor en corredor limpio) salvo
en bioterio de animales infectados, donde la presién menor debe estar en las
salas de animales y el aire debe filtrarse también a la salida de estas.

- Flujo de personas y materiales, destinado a evitar contaminacion cruzada.

- Barreras anti-roedores y anti-insectos en las zonas de acceso (chapas lisas de,
aproximadamente, 40 cm de altura y lamparas ultravioleta con elemento
electrocutante).

- Limitacion de la entrada de personas a lo estrictamente indispensable,
implementando el uso, en grado progresivo, de trampas con desinfectante para
calzado, cambio de calzado, vestimenta de ropa exterior sanitizada, ducha y uso
de uniforme estéril, incluyendo mascaras, gorro y guantes.

- Equipos de desinfeccibn o esterilizacion (tanques o maquinas de lavado,
hervidores, camaras de vapor fluente, sistemas de sanitizacion de agua filtracién,
cloracion, acidificacion, etc., estufas de esterilizacion, autoclaves, camara de
esterilizaciébn con acido peracético, salidas por taneles provistos de lamparas
ultravioleta o de sistema de fumigacién).

- Uso de insecticidas y desinfectantes adecuados por métodos valida dos.

- Cuarentena y monitoreo de todos los animales que llegan del exterior.

- Monitoreo rutinario del personal y de los animales para identificar portadores de
patogenos indeseables.

- Adiestramiento del personal auxiliar, técnico y profesional en el cumplimiento de las

rutinas y procedimientos y en la utilizacién correcta de las barreras fisicas. (83)

1.4.4.EL BIENESTAR ANIMAL COMO REQUISITO DE CALIDAD

En la actualidad se da gran importancia al ambiente del albergue del animal experimental,

puesto que afecta los resultados del proceso investigativo, aspectos técnicos, éticos y
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debe ser documentado en el disefio experimental. La preocupacion por el
mejoramiento y adecuacion de los ambientes ha llegado incluso hasta postular

"ambientes enriquecidos" que favorezcan la recreacion y desarrollo Iudico. (10)

Las razones para ello no son solamente humanitarias sino cientificas o técnicas:
mantener un modelo animal estable promueve la adecuada respuesta al estimulo o
interrogante experimental. En todos los contextos hay una correlacion positiva entre lo
humanitario y la eficiencia cientifica. Esta comprobado que los animales estresados no se

constituyen en unos buenos sujetos de investigacion. (10)

CATEGORIZACION DE MOLESTIAS

Con el fin de poder proceder a la aplicacion de principios universales para el buen
manejo de los animales de laboratorio se han establecido categorias para clasificar las
molestias que se pueden generar durante la fase de experimentacion. Como se muestra
en la Tabla N° 6.

TABLA N°6 CATEGORIZACION DE MOLESTIAS PERMITIDAS

Molestias menores

Molestias moderadas

Molestias severas

Toma de muestra de
sangre.

Examen rectal.

Toma de muestra de
flujo vaginal.
Administracion forzada
de sustancias inocuas.
Experimentos
terminales bajo
anestesia.

Vacunas coadyuvantes.

Toma de radiografias
en animales no
anestesiados.

Toma frecuente de
muestras de sangre.
Prueba de pir6genos.
Cateterizacion y
canulacion.

Uso de yesos 0
inmovilizacion.
Cesarea.
Recuperacion de
anestesia general.
Inmunizacién sin

adyuvantes completos.

Trasplantes de piel.

Extraccién de fluido
ascitico. Sangria total sin
anestesia previa.
Induccién de defectos
genéticos.

Privacién prolongada de
comida, agua o suero.
Pruebas de dosis letal 50
y concentracion letal 50.
Inmovilizacion con
relajantes sin sedacion.
Induccién de infecciones
experimentales.

Fuente: Principios de la Etica Biomédica 1999



-25 -

1.5. BIOTERIO E INSTALACIONES

Bioterio es un lugar compuesto generalmente de multiples jaulas, donde se ingresa a un
animal para su estudio, con un procedimiento previo adecuado como etiquetado, fichado,
etc. Etimoloégicamente la palabra Bioterio proviene de del griego Bio: vida y de terio: que

expresa una idea de lugar. (98)

El bioterio es el lugar fisico donde se crian, mantienen y/o utilizan animales de laboratorio.
Este lugar debe brindar un adecuado macroambiente y microambiente, acorde a la especie
animal que se esté alojando. Ya que no todo los animales requieren las mismas

condiciones.

El bioterio es el lugar donde se alojan animales que cuentan con una calidad genética y
microbiologica definida. Dichos animales son reactivos bioldgicos generalmente utilizados
en investigacion o para produccién. El bioterio debe contar con un ambiente estandarizado,
lo que significa que se controla la calidad y cantidad de luz, las renovaciones de aire por
hora, la temperatura y la humedad entre otros factores, y estos serdn acordes a las
necesidades de la especie que alli se aloje. El agua, el alimento, el lecho, las jaulas y todo
el material que entre en contacto con los animales reciben un tratamiento especial, sobre

todo si se trata de animales inmunodeficientes. (65)

ADMINISTRACION

La estructura administrativa es una parte fundamental del Bioterio ya que de esta instancia
depende la regulacién, control y normalizacion de la legislacion interna que lleva las
directrices del funcionamiento. El personal involucrado en el mantenimiento y manejo de
los animales deberd ser personal entrenado y calificado, para poder conocer las

necesidades especificas de la especie con la que se va a trabajar. (79)

Para una administracion efectiva es necesaria la creacion de un Comité Interno para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio. (CICUAL)

Cuando una institucion utiliza animales para la investigacion cientifica, desarrollo

tecnolégico e innovacion, pruebas de laboratorio y ensefianza, se debe conformar un


http://es.wikipedia.org/wiki/Jaula�
http://es.wikipedia.org/wiki/Animal�
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Macroambiente&action=editredlink�
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Microambiente&action=editredlink�
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Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de caracter

institucional. EI mismo que se explica en la Figura N° 1.

La responsabilidad de la creacién del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio recae sobre el director o titular respectivo de la institucion

involucrada. (99)

Los miembros del Comité deben incluir:

- Un Médico Veterinario titulado con experiencia comprobable en la medicina y ciencia de
los animales de laboratorio.

- Un investigador de alta jerarquia de la propia institucion con experiencia comprobable
en el manejo de animales de laboratorio.

- Otras personas de acuerdo con las necesidades propias de la institucion.

La funcién principal del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio es la de asegurar la existencia de un mecanismo institucional encargado de
revisar que el cuidado y uso de los animales de laboratorio con propdésitos de investigacion,

pruebas y/o ensefianza, sea de manera apropiada y humanitaria. (99)

INVESTIGADOR BIOTERIO
Establece I

Elaborar — Regllamentlo de e
protocolo \ funcionamiento Norma

—

Presenta —! EvalUa protocolo || Iﬂéorn’l\ta’al

omité
— protocolo al
Comité

Notificar al
investigador

Notificar
i aprobacion al
bioterio

FUENTE: Ciencia y Tecnologia en experimentacién animal México 2001

FIGURAS N°1 FUNCIONAMIENTO DEL CICUAL
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Seran atribuciones del Comité las siguientes:

- Debe reunirse regularmente y realizar un informe anual acerca del estado que guarda
el cuidado y uso de los animales de laboratorio en su institucion mismo que entregara
tanto a las autoridades de la Secretaria como a las propias de la institucion.

- Verificar las normas y guias establecidas para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio segun sus propias necesidades institucionales.

- Evaluar y aprobar los protocolos de investigacion cientifica, desarrollo tecnolégico e
innovacion, pruebas y ensefianza, que impliquen el uso de animales.

- Tener autoridad para detener procedimientos relacionados con el uso de los animales,
si no cumple con el procedimiento aprobado por el Comité y someter a eutanasia a

aquellos animales en los que el dolor/sufrimiento no puede ser aliviado. (99)

1.5.1. DISENO DEL BIOTERIO

El disefio de los bioterios o sitios donde se cuida y usa el animal como modelo de
experimentacion requiere condiciones minimas adecuadas para su desarrollo. Como se
muestra en la Figura N° 2. A continuacion, describiremos de manera concisa los

espacios minimos que debe tener cada uno de estos sitios. (15)

RECEPCION

Debe ser un espacio independiente del resto de las areas de animales y estar destinado a
dar alojamiento a aquellos sujetos de nueva adquisicion, evitando asi su contacto con
los de colonias ya establecidas y la posible transmision de enfermedades. Sus
dimensiones deben ajustarse a las acciones inherentes al manejo, acomodo y control de
los sujetos involucrados, asi como permitir una operacion higiénica e independiente

para cada especie animal empleada, de acuerdo con el criterio veterinario. (66)



-28 -

CUARENTENA Y ACONDICIONAMIENTO

El bioterio debe contar con un sector especifico e independiente para este propdsito.
Sus dimensiones dependeran de la cantidad de animales adquiridos de fuentes externas.
Debe permitir la separacion fisica de especies y la realizacion de evaluaciones y
tratamientos, indispensables para favorecer un periodo de acondicionamiento 6ptimo en
los animales, durante el cual se estabilizan y familiarizan con sus nuevas instalaciones,

previo a su uso experimental. (66)

AREAS DE PRODUCCION Y MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES

Cualquier area destinada a la manutencién de animales de laboratorio por 24 horas 0 mas,
debe considerarse como area de alojamiento. Las diferentes especies deben ser alojadas en
zonas independientes, de acuerdo con los proyectos de investigacion y el proposito

experimental o reproductivo al cual estén sujetos.

Debe proveerse espacio suficiente durante etapas criticas como la gestacion y la lactancia,

para gue los animales se reproduzcan y se mantengan en condiciones apropiadas. (66)

AREA PARA PROCEDIMIENTOS

Dependiendo de la orientacién del programa de trabajo del bioterio, este debe contar con
un cuarto de procedimientos diversos para la manipulacion experimental de animales,
sus tratamientos, recoleccion de fluidos corporales, identificacion, preparacion
quirdrgica u otros. Esta area permite el trabajo con animales de un grupo mientras el

resto de la camada o compafieros no se excitan frente al procedimiento. (66)

AREA DE CIRUGIA

Es un sector del bioterio destinado y equipado de acuerdo con el desarrollo de procedimientos
experimentales, analiticos o de ensefianza e investigacion que requieran el empleo de

técnicas quirdrgicas en condiciones aseépticas. Sus dimensiones y equipamiento
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responden a las necesidades de las especies animales mantenidas por la institucién, de
conformidad con el criterio veterinario. (66)

AREA DE RECUPERACION

Destinada y equipada de acuerdo con las necesidades de atencion de animales sometidos
a procedimientos invasivos. Su disefio, dimensiones y equipamiento responden a las
necesidades de las especies animales de la institucion, de conformidad con el criterio
veterinario. Es un area destinada a la estabilizacion fisica y emocional del animal,
previa al reingreso a su jaula de mantenimiento después de un procedimiento

quirargico. (66)
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Fuente: Universidad del Litoral. Argentina http://www.fcv.unlp.edu.ar.html
FIGURA N° 2 DISENO BIOTERIO

1.5.2.MEDIO AMBIENTE

Para mantener la salud del animal de experimentacién y evitar errores en los resultados
experimentales, se hace necesario un ambiente controlado y confortable; sin embargo la
posibilidad de controlar todas las variables para un mantenimiento 6ptimo es minima, ya
que es evidente que el requerimiento del ambiente puede variar con las especies y los
propésitos para los cuales los animales estan siendo usados, 0 sea, segun el protocolo

experimental.
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En toda investigacion es de gran interés minimizar las variables ambientales, las cuales
son conocidas como importantes. En la estandarizacion y control de los factores
ambientales que afectan los animales de laboratorio existen dos factores especificos:

- El Macroambiente (Cuarto o local)

- El Microambiente (Cajas) (14)

1.5.3. MACROAMBIENTE

TEMPERATURA Y HUMEDAD

El mantenimiento de la temperatura corporal dentro de los limites de la variacion normal es
esencial para el bienestar de los ratones. Generalmente la exposicion de los animales no
adaptados a temperaturas superiores a los 29.4°C o por debajo de 4.4° C, sin que tengan
acceso a proteccién en un refugio u otro mecanismo, pueden producir efectos clinicos que
pueden poner en peligro la vida. Los animales se pueden adaptar a condiciones extremas
mediante mecanismos morfolégicos, fisiolégicos y de conducta, pero tales adaptaciones
llevan tiempo y pueden alterar los resultados experimentales o afectar los rendimientos.
(56)

Algunas situaciones pueden requerir temperaturas ambientales mas altas, tales como la
recuperacion post-operatoria, el hospedaje de roedores sin pelo y de neonatos que han
sido separados de sus madres. La magnitud del incremento de temperatura depende de
las circunstancias del alojamiento, algunas veces es suficiente elevar la temperatura en el

encierro primario en vez de elevarla en el encierro secundario. (58)

Debido a la carencia de estudios bien controlados, las temperaturas de bulbo seco
recomendadas para varias especies animales estan basadas en el criterio profesional y la
experiencia. En el caso de animales en espacios confinados, se debe mantener al minimo
el rango de flujo diario de la temperatura, para evitar grandes demandas repetidas de los
procesos metabdlicos y de conducta, necesarias para compensar los cambios térmicos en
el medio ambiente. La humedad relativa también se debe controlar, pero no tan
estrechamente como la temperatura; el rango aceptable de humedad relativa es de 30 a
70%. (2)
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VENTILACION

Los propositos de la ventilacion son: suministrar oxigeno adecuadamente, eliminar la carga
térmica producto de la respiracion animal, la iluminacion y los aparatos; diluir los gases y
particulas contaminantes, ajustar el contenido de humedad del aire del cuarto, y en donde
sea apropiado crear diferencia de presion de aire entre espacios adyacentes. Sin embargo,
el establecer un indice de ventilacion en el cuarto no asegura la adecuacion de la
ventilacién en el encierro primario del animal y por lo tanto no garantiza la calidad del

microambiente. (82)

El grado de movimiento del aire o corriente de aire (chiflon) causa incomodidad y
consecuencias biolégicas, que en la mayoria de las especies, aun no han sido
establecidas. El tipo y la localizacién de los difusores del suministro de aire, las ventanillas
de salida del mismo y su interrelacion con el namero, localizacién, disposicién y tipo de
encierro primario en el cuarto u otro encierro secundario, afecta la eficiencia de la

ventilacion del encierro primario y por lo tanto deben tomarse en consideracién. (82)

Durante muchos afios se ha usado la recomendacion de 10 a 15 cambios por hora del
volumen total de aire del encierro secundario y aln se considera un estandar general
aceptable. (86)

La ventilacion de los cuartos con aire reciclado ahorra cantidades considerables de energia
pero conlleva algun riesgo. Muchos patégenos de los animales estan contenidos en el aire
0 viajan en fémites, tales como el polvo, por lo tanto reciclar el aire de salida en los
sistemas de Calefaccién, Ventilacién y Aire Acondicionado (HVAC por sus siglas en inglés)
gue dan servicio a muchos cuartos, presenta el riesgo de contaminacion cruzada. Antes de
reciclar el aire de salida, debe someterse a filtros de particulas de alta eficacia (HEPA por
sus siglas en inglés), para eliminar las particulas contenidas en el aire; el grado y la
eficacia de la filtracion deben ser proporcionales al riesgo estimado. Los filtros HEPA estan
disponibles con varias eficacias de filtracion, que pueden seleccionarse de acuerdo a la

magnitud del riesgo. (2)

En caso de que existan gases toxicos o los que causan olores como el amoniaco puede

ser eficaz el tratamiento del aire reciclado para eliminar estas sustancias mediante la
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absorcion quimica o la extraccion; sin embargo, es preferible el uso de aire no reciclado
para ventilar las &reas de ocupacion y de utilizacion animal. Se puede usar aire reciclado y
filtrado con filtros HEPA, sin filtracion de los gases (gj. con filtros de carbdn activado) pero

sus aplicaciones son limitadas y solamente en caso de:

- El aire del cuarto se mezcla con por lo menos 50% de aire nuevo (esto significa que el
suministro total de aire no exceda el 50% con aire reciclado)

- Las practicas de atencién a los animales tales como el cambio de material de lecho, la
frecuencia del lavado de jaula y la preparacion del aire reciclado sean suficientes para
disminuir al minimo los gases toxicos y los olores

- El aire reciclado sea acondicionado apropiadamente y mezclado con suficiente aire
nuevo para cumplir con los requerimientos de temperatura y humedad de los animales

en ese espacio.

El tratamiento del aire reciclado tanto para eliminar particulas asi como contaminantes
gaseosos es caro y puede resultar ineficiente si no se le da un mantenimiento suficiente y
apropiado a los sistemas de filtracion. Estos sistemas deben ser mantenidos debidamente
y verificados para mantener al maximo su efectividad. Para que la operacién de cualquier
sistema de Calefaccién, Ventilacion y Aire Acondicionado (HVAC) sea exitosa se requiere
mantenimiento y evaluacion regulares, incluyendo la evaluacion de su funcionamiento a
nivel del encierro secundario; estas evaluaciones deben incluir el volumen de entrada y

salida de aire y cuando sea aplicable los diferenciales de presion estatica. (2)

ILUMINACION

La luz puede afectar la morfologia, fisiologia y conducta de los animales. Los
fotoestresores potenciales son: fotoperiodo, fotointensidad y calidad espectral de la luz
inapropiados, al establecer los niveles de iluminacion apropiados para los cuartos de
ocupacién animal, se deben considerar numerosos factores que puedan afectar las
necesidades que tienen los animales; entre estos se incluyen la intensidad de la luz; la
duracion de la exposicion, la longitud de onda, la exposicion previa, la pigmentacion del
animal, las horas de exposicién en relacion al ciclo circadiano, la temperatura corporal, el

status hormonal, la edad, especie, sexo, variedad o linaje del animal. (2)



-33-

En general, la luz debe difundirse a través de las areas de alojamiento animal y brindar
suficiente iluminacion para el bienestar de los animales y para permitir las buenas préacticas
de su atencion, inspeccion adecuada, incluyendo las jaulas colocadas en el entrepafio mas
inferior del estante; y de las condiciones de trabajo seguras para el personal. La luz en los
cuartos de los animales debe ser suficiente para una vision adecuada y para la regulacién

neuroenddcrina de los ciclos circadianos y diurnos. (94)

Los ratones son nocturnos. Debido a que la rata albina es mas susceptible a la retinopatia
fototoxica que otras especies se le ha utilizado como referencia para establecer los niveles
de iluminacion de los cuartos. Parece ser que niveles de luz de aproximadamente 325
luxes (30 bujias pie) a 1 m. aproximadamente (3.3 pies) del piso son suficientes para el
cuidado de los animales, sin causar signos clinicos de retinopatia fototoxica en ratas
albinas y se ha encontrado que niveles superiores a 400 luxes (37 bujias pie) medidas en
un cuarto vacio a 1 metro del piso son satisfactorios para los roedores siempre y cuando se
sigan practicas de manejo que eviten dafio retinal en animales albinos. Sin embargo, la
experiencia previa del individuo puede afectar su sensibilidad a la fototoxicidad; se ha
reportado que de acuerdo a evidencias histolégicas, morfométricas y electrofisioldgicas, la
luz de 130-270 luxes por encima de la intensidad en que ha sido criado es cercana al

umbral de dafio retinal en algunas ratas albinas. (84)

Algunas guias recomiendan una intensidad de luz tan baja como 40 luxes medidos a nivel
de una caja intermedia del estante. Los ratones jovenes albinos y pigmentados, prefieren
iluminaciones mucho mas bajas que los adultos, aun cuando la mayoria de las veces el
potencial dafio retinal asociado con el alojamiento de estos roedores en niveles de luz mas

altos es reversible.

Por lo tanto, la intensidad de luz a nivel de la jaula, para animales que han mostrado ser

susceptibles a la retinopatia fototoxica, debe ser entre 130 y 325 luxes. (21)

RUIDO

El ruido que producen los animales y las actividades de cuidado son inherentes a la
operacién de un bioterio. Por lo tanto, el control del ruido se debe considerar en el disefio y

operacién de las instalaciones. La evaluacién de los efectos potenciales del ruido sobre los
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animales justifica la consideracion de la intensidad, frecuencia, rapidez de inicio, duracion y
vibracion potencial del sonido y el rango de audicién, historia de la exposicion al ruido y

susceptibilidad a su efecto de la especie, tipo 0 subtipo. (94)

La separacion de las areas de ocupacion humana y animal reduce al minimo las molestias
a ambos ocupantes de las instalaciones. La exposicion a sonidos mas altos de 85 dB
puede tener tanto efectos auditivos como no auditivos, que incluyen eosinopenia y
aumento del peso de las adrenales y disminucion de la fertilidad en roedores. Los ratones
pueden oir frecuencias de sonidos que son inaudibles para los seres humanos, por eso se
deben considerar cuidadosamente los efectos potenciales de equipo y materiales que

producen ruido en el rango de audicién de los animales cercanos.

Las actividades que puedan ser ruidosas deben realizarse, en la medida de lo posible, en
cuartos o areas separadas de las de alojamiento y uso de los animales. No se deben usar
radares, alarmas y otros generadores de sonidos en los cuartos de los animales, a menos
gque sean parte de un protocolo aprobado o de un programa de enriquecimiento del medio
ambiente. (21)

Los rangos recomendados de los factores macroambientales para ratones Mus musculus,

podemos verlos en la Tabla N° 7.

TABLA N° 7 FACTORES MACROAMBIENTALES RECOMENDADOS PARA RATON Mus musculus

PARAMETRO RANGO RECOMENDADO
Humedad Relativa 30 a 70%
Temperatura de bulbo Seco °C 18-26
Cambios/h del Volumen Total 10 a 15

130 a 270 joven
130 a 325 adulto

Intensidad de ruido (dB) 50a 70

Fuente: Manual sobre el cuidado y uso de los animales de experimentacién (CCAC)

Intensidad de luz(lux)
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1.5.4. MICROAMBIENTE

RECOMENDACIONES DE ESPACIO

La necesidad de espacio para los animales es un asunto complejo y considerar Unicamente
su peso o superficie corporal es insuficiente. Por esta razén, las recomendaciones de
espacio que se presentan aqui estdn basadas en el juicio profesional y la experiencia.
Estos espacios deben considerarse como recomendaciones de los tamafios apropiados de
jaula para los animales alojados bajo las condiciones encontradas comunmente en las

instalaciones para hospedar animales de laboratorio (76).

La asignacion de espacios se debe revisar y en caso necesario modificar para resolver las
situaciones individuales de alojamiento y satisfacer las necesidades de los animales. Para
valorar la adecuacion del hospedaje se pueden usar indices del rendimiento animal, tales
como: salud, reproduccion, crecimiento, conducta, actividad y utilizacién del espacio. El
requerimiento minimo es que el animal disponga de espacio suficiente para voltearse y

para expresar los acomodos posturales normales. (77)

La necesidad de espacio que ofrezcan los encierros primarios, deben ser aprobados a nivel
institucional por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. La
evaluacién de las necesidades de espacio de los animales debe ser un proceso continuo.

En la Tabla N° 8 se describe el espacio necesario segun el peso corporal dela animal. (17)

TABLA N°8 ESPACIO RECOMENDADO PARA RATONES

. Area de Altura ®
Animales Peso Corporal (g) Piso/Animal (cm?) m
<10 38.71 12.7
Ratones Hasta 15 51.61 12.7
Hasta 25 77.42 12.7
>25P 96.77 12.7

Fuente: Manual sobre el cuidado y uso de los animales de experimentacién (CCAC)

a. De piso atecho de la jaula.

b. Los animales mas grandes pueden requerir mas espacio para satisfacer los estandares de
rendimiento.


http://www.nal.usda.gov/awic/pubs/noawicpubs/careuse.htm#tabla2.1a�
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JAULAS

El encierro primario en una jaula, constituye los limites del ambiente inmediato del animal.

Los encierros primarios aceptables permiten:

- Satisfacer las necesidades fisiologicas y de conducta de los animales incluyendo la
miccion y la defecacién, el mantenimiento de la temperatura corporal, los movimientos
normales y postura, y cuando esté indicado la reproduccion.

- Las interacciones sociales entre individuos de la misma especie y el establecimiento de
jerarquia dentro del encierro o entre encierros.

- Que los animales permanezcan limpios y secos.

- Una ventilacion adecuada.

- El acceso de los animales al agua y alimento, y también brindar facilidades para el
lleno, relleno, cambio, servicio y limpieza de los utensilios con los cuales se proporcione
el aguay el alimento.

- Tener un medio ambiente seguro, que impida el escape de los animales o el
entrampamiento de sus apéndices entre superficies opuestas o en aberturas
estructurales.

- La ausencia de bordes cortantes o proyecciones que puedan causar lesiones a los
animales.

- Permitir la observacién de los animales con la minima molestia para ellos.

Los encierros primarios deben construirse con materiales que equilibren las necesidades
del animal con la facilidad para llevar a cabo la sanidad. Deben tener superficies lisas,
impermeables, con el minimo de rebordes o sobresalientes, angulos, esquinas y
superficies que se traslapen, de tal manera que la acumulacién de suciedad, desechos y
humedad se reduzcan y sea posible una limpieza y desinfeccion satisfactoria. Deben estar
construidos con materiales durables que resistan la corrosion y que soporten la

manipulacién ruda sin desportillarse, cuartearse u oxidarse. (14)

Todos los encierros primarios deben mantenerse en buenas condiciones de uso para evitar
los escapes o las lesiones en los animales, promover la comodidad fisica y facilitar la
sanidad y el servicio. El equipo oxidado o enmohecido que amenace la sanidad o

seguridad de los animales debe ser reparado o reemplazado.
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Algunos sistemas de alojamiento tienen equipos de ventilaciébn y jaulas especiales,
incluyendo filtros encima de las jaulas, jaulas ventiladas, aisladores y cubiculos. Por lo
general, el propésito de estos sistemas es minimizar la diseminacién de los agentes
causales de enfermedades, transmitidos por el aire entre jaulas o grupos de jaulas. Estos a
menudo requieren practicas de manejo diferentes, tales como, alteracion de la frecuencia
del cambio de lecho, el uso de técnicas asépticas de manipulacion y regimenes de
limpieza, desinfeccién o esterilizacion especializada, para evitar la transmision microbiana
por otras rutas diferentes a la aérea. Se recomiendan las jaulas de piso sélido con lecho

para los roedores. (14)

LECHO

El material de cama de los animales es un factor controlable del medio ambiente, que
puede influir en su bienestar y en los resultados experimentales. Ningun lecho es ideal para
ninguna especie en particular bajo todas las condiciones de manejo y experimentales y
ninguna es ideal para todas la especies. Varios autores han descrito las caracteristicas
deseables del lecho y los medios para evaluarlo. Se han utilizado camas de maderas
blandas, aunque el uso de madera blanda picada o de sus virutas, sin tratamiento, esta
contraindicado en algunos protocolos, debido a que puede afectar el metabolismo animal.
No se recomiendan las virutas de cedro porque emiten hidrocarburos aromaticos
inductores de las enzimas microsomales hepéticas y citotoxicidad y se ha reportado que
aumentan la incidencia de cancer. Para reducir la concentracion de hidrocarburos
aromaticos y poder prevenir este problema se ha usado el tratamiento con calor, aplicado a
este material previo a su utilizacién. Al comprar los materiales de lecho se deben examinar
los métodos de manufactura, control de calidad y almacenamiento seguido por los
fabricantes. (76)

El lecho no se debe colocar sobre el piso durante el transporte y almacenamiento sino en
tarimas, estantes o carros, de tal manera que se preserve su calidad y se reduzca al
minimo la contaminacién. Durante la esterilizacion en autoclave la cama puede absorber
humedad, resultando en una menor capacidad de absorcién y favoreciendo el crecimiento
de microorganismos; por lo tanto, se deben dar los tiempos de secado y las condiciones de

almacenaje apropiadas. Entre las caracteristicas principales de un lecho se considera:



Absorbe la humedad
Exenta de polvo

No permite el crecimiento
bacteriano

No comestible

No mancha

No ocasiona traumatismos
Fija el amoniaco

Se puede esterilizar

No forma productos indeseables
después de la esterilizacion
Facil de almacenar. No es

desecante para los animales

No nutritiva

Desagradable al gusto, dificil de
masticar o de guardar en la boca
No maloliente

Apropiada para la nidacién
Apropiada a la incineracion

Facil de obtener. Relativamente
barata

Resistente al fuego

Uniformidad entre los lotes
Optimiza el comportamiento
normal

No es perjudicial para los

- No contaminada. No toxica. lavajaulas
Quimicamente estable a lo largo - No presenta peligro o riesgos para
del uso el personal. (22)

AGUA

Diariamente, los animales deben tener acceso a agua potable no contaminada y de
acuerdo a sus necesidades particulares. La calidad y definicion de agua potable puede
variar segun la localidad. Puede ser necesaria la determinacién periddica del pH, dureza y
contaminaciéon quimica y microbiolégica para asegurar que la calidad del agua es
aceptable, especialmente si los componentes normales del agua de una localidad dada

pueden influir en los resultados del estudio en que se use esa agua. (91)

Cuando los protocolos experimentales requieren agua altamente pura, se le puede tratar o
purificar para eliminar o reducir al minimo la contaminacion. Se debe considerar
cuidadosamente la seleccién del tratamiento del agua porque muchas de ellas tienen el
potencial de causar alteraciones fisiol6gicas, cambiar la microflora o alterar los resultados

experimentales.

Los pardmetros bacteriol6gicos requeridos para la aceptacion de agua potable se

describen en la Tabla N° 9, los parametros fisicos se encuentran en la Tabla N° 10.
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Los utensilios para dar de beber, tales como las pipetas de los bebederos y las valvulas
autométicas, se deben revisar diariamente para verificar un adecuado mantenimiento,
limpieza y operacion. En ocasiones, los animales tienen que ser entrenados a utilizar los
componentes de los sistemas de provision automética. Es mejor cambiar bebederos que
rellenarlos, debido a la potencial contaminacién microbiolégica cruzada; pero en caso de
rellenar bebederos se debe tener cuidado de regresarlos a la misma jaula de donde fueron
tomados. (22)

TABLA N° 9 PARAMETROS BACTERIOLOGICOS PARA AGUA POTABLE

MICROORGANISMO LIMITE PERMISIBLE
Bacterias Aerobias mesdfilas Méaximo 30 UFC / mL de muestra
Coliformes totales 2 NMP en 100mL de muestra
Escherichia Coli 0 NMP en 100mL de muestra

Fuente: Guias OMS 2005

TABLA N° 10 PARAMETROS FiSICOS PARA AGUA POTABLE

PARAMETROS CONCENTRACIONES MAXIMAS CARACTERISTICAS

FISICOS PERMITIDAS
Color 15 ucv? Apariencia
Sabor y Olor - Deben ser aceptables
Temperatura - Debe ser aceptable
Turbiedad 5 UNT® Apariencia; para que la

desinfeccion final sea
eficaz, mediana de la
turbiedad < 1UNT,
muestra Unica < 5 UNT
COMPONENTES INORGANICOS
pH bajo: corrosion
pH alto: sabor, sensacion
jabonosa preferiblemente
< 8.0 para que la
desinfeccién con cloro sea
eficaz

pH 6.5-9.5

Fuente: Guias OMS 2005
a Unidad de color verdadero.
b Unidad nefelometria de turbiedad.
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ALIMENTO

Los animales deben ser alimentados con dietas apetitosas, nho-contaminadas Yy
nutricionalmente adecuados, diariamente o de acuerdo a sus requerimientos particulares, a
menos que el protocolo en el que estan siendo empleados lo demande de otra manera. Los
subcomités de nutricion del National Research Council Committee han preparado
documentos completos acerca de los requerimientos nutricionales de los animales de
laboratorio (92)

Los gerentes de las colonias de animales deben emplear su buen juicio al comprar,
transportar, almacenar y manipular los alimentos para reducir al minimo la introduccion de
enfermedades, parasitos y vectores potenciales de enfermedades y contaminantes
guimicos a las colonias animales. Se aconseja a los encargados de compras examinar a
los fabricantes, sus practicas y procedimientos de provision para proteger y asegurar la
calidad del alimento (Ej. almacenaje, control de plagas y procedimiento de manipulacion).
Las instituciones deben exigir a los fabricantes de alimentos que presenten periddicamente
los resultados de los andlisis del contenido de nutrientes criticos de las dietas. El usuario
debe conocer la fecha de fabricacién y otros factores que afecten la vida media de

almacenamiento del alimento. (34)

Las areas en las cuales se almacenan o procesan los ingredientes de las dietas deben
mantenerse limpias y cerradas para evitar la entrada de plagas. El alimento no debe
almacenarse en el piso sino en tarimas, estantes o carros. Los sacos abiertos, en tanto no
se usen, deben guardarse en envases a prueba de plagas para reducir al minimo la
contaminacioén y para evitar la diseminacion de enfermedades potenciales. La exposicion a
temperaturas superiores a los 21° C (70° F), humedades relativas extremas, condiciones

malsanas, luz, oxigeno, insectos y otras plagas, acelera el deterioro del alimento. (90)

Los requerimientos nutricionales para ratones Mus musculus adultos jovenes, se muestran

mas especificamente en la Tabla N°11 descrita posteriormente.
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TABLA N° 11 PARAMETROS NUTRICIONALES?

CONSUMO EXCRECION ALIMENTACION/ PROTEINAS b
ESPECIE DIARIO DIARIA DE ORINA DIA DIGESTIBLES

DE AGUA %
RATON 3-7mL 1-3mL 3-69 12

Fuente: Consejo Nacional de Investigacion NRC Canada 1995

a. Los valores promedios y rangos tomados de la literatura corresponden a valores medios para animales adultos jovenes.
b. Refiere a proteinas ideales o digestibles requeridas; los niveles de proteinas brutas (PB) pueden ser considerablemente
més altos.

La mayoria de las dietas secas para animales hechas a base de ingredientes naturales y
gue contienen conservadores se pueden usar hasta seis meses después de su fabricacion,
siempre y cuando las condiciones de almacenaje hayan sido apropiadas. Sin embargo, la
vitamina C en los alimentos industrializados por lo general solo tienen una vida de
almacenamiento de tres meses, el uso de formas estabilizadas de vitamina C puede
extenderla. En caso de que se tenga que alimentar a los animales con una dieta que
contiene vitamina C caducada, sera necesario suplementar adecuadamente con esa
vitamina. Con frecuencia las dietas purificadas y las quimicamente definidas son menos
estables que las dietas a base de ingredientes naturales y su vida de almacenamiento
generalmente son menores a seis meses; estas dietas deben almacenarse a temperatura
de 4° C o mas baja. (33)

Las raciones de nutrientes en ratones Mus musculus suele variar segun la edad y peso
corporal, sin embargo el Consejo Nacional de Investigacion de Canada de 1995 nos

sugiere un rango especifico por cada nutriente en la Tabla N°12.

TABLA N° 12 RACIONES DE NUTRIENTES RECOMENDADAS

PARAMETRO REQUERIMIENTO
Proteina Cruda % 17-24
Grasa cruda % 4-11
Fibra Cruda % 3-6
Ceniza % 5-7

Fuente: Consejo Nacional de Investigacion NRC Canada 1995
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1.5.5. CONTROL DE PLAGAS

Son esenciales los programas para prevenir, controlar o eliminar la presencia de, o la
infestacion de plagas. Se debe implementar un programa de control y aseguramiento
regular, calendarizado y documentado, el programa ideal previene la entrada y elimina la

colonizacién de las plagas en las instalaciones.

El uso de pesticidas pueden inducir efectos toxicos en los animales experimentales e
interferir con los resultados de la investigacion y por lo tanto su uso en estas areas debe
limitarse a lo indispensable. Antes de usar pesticidas, se debe consultar con los
investigadores cuyos animales puedan estar expuestos a ellos. Siempre que sea posible se
deben emplear medios no-téxicos para el control de plagas, tales como, los reguladores del

crecimiento de insectos. (101)

Una parte del plan general de seguridad de la casa de los animales debe contemplar un
plan en caso de desastres, que considere tanto al personal como a los animales. El director
del bioterio deben ser miembros del comité institucional de seguridad y debe participar en

la respuesta en caso de catéstrofe. (19)

1.5.6.ELIMINACION DE DESECHOS

Los desechos convencionales, biol6gicos y peligrosos deben ser removidos y eliminados
en forma regular y segura. Existen varias opciones para una eficaz eliminacion de los
desechos. Se puede garantizar la seguridad y el cumplimiento de las regulaciones a través
de la firma de contratos con empresas especializadas y autorizadas. La incineracién de los
desechos en el lugar donde se originan debe cumplir con las regulaciones federales,

estatales y municipales. (69)

Debe haber botes de basura en numero suficiente y correctamente identificados,
distribuidos estratégicamente en todas las casas de los animales. Los contenedores de
desechos deben ser a prueba de fugas y estar equipados con tapas que cierren
herméticamente. Es una buena practica usar bolsas interiores en los contenedores de

basura y ademas lavarlos con regularidad.
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En caso de almacenar en frio el material antes de su eliminacion, las areas deben estar
separadas de otras areas de almacén. Es esencial contar con un almacén refrigerado,
separado de otros refrigeradores, para almacenar los animales muertos y los desechos de
tejidos animales, este espacio de almacenamiento debe mantenerse por debajo de 7° C
para reducir el proceso de putrefaccion de los desechos y cadaveres. Ademas debe llevar

el rotularlo correctamente. (83)

Los desechos peligrosos deben hacerse seguros antes de ser removidos de las
instalaciones mediante la esterilizacién, el aislamiento u otro medio apropiado. El
cumplimiento de las regulaciones relativas al uso y disposicion de los agentes peligrosos,
es responsabilidad de la institucion. Los cadaveres de animales infectados pueden ser
incinerados en el sitio de origen o bien acopiados por un contratista autorizado. Los
procedimientos institucionales de empaque, etiquetado, traslado y almacenamiento de

estos desechos deben integrarse a las politicas de salud y seguridad ocupacional.

Los desechos peligrosos que sean toxicos, cancerigenos, inflamables, corrosivos, o de
alguna otra manera inestable, deben colocarse en recipientes identificados correctamente y
eliminarse conforme a la recomendacién del especialista en seguridad y salud ocupacional.

En algunas circunstancias estos desechos pueden mezclarse o comprimirse. (25)

1.5.7.CONDICIONES DE BIOSEGURIDAD

Por motivos de seguridad, los animales deben estar alojados en un local independiente,
separado del laboratorio. Si se trata de un local contiguo, debera estar construido de tal
modo que sea posible aislarlo de las partes publicas del laboratorio en caso de necesidad,
asi como para las operaciones de descontaminacién y desinfestacion. Cuando hablamos
de bioseguridad es necesario hacer referencia a los peligros relativos que entrafian los
microorganismos infecciosos, clasificados por grupos de riesgo (grupos de riesgo 1, 2, 3y
4 (OMS). Esta clasificacion por grupos de riesgo se utilizara exclusivamente para el trabajo
de laboratorio. (83) En la Tabla N° 13 se resume esta informacion.
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TABLA N° 13 CLASIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS INFECCIOSOS
POR GRUPQOS DE RIESGO

Grupo deriesgo 1
(riesgo individual y
poblacional escaso o nulo)

Microorganismos que tienen pocas probabilidades de
provocar enfermedades en el ser humano o los animales.

Agentes patdgenos que pueden provocar enfermedades
humanas o0 animales pero que tienen pocas
probabilidades de entrafiar un riesgo grave para el
personal de laboratorio, la poblacion, el ganado o el medio
ambiente. La exposicidén en el laboratorio puede provocar
una infeccion grave, pero existen medidas preventivas y
terapéuticas eficaces y el riesgo de propagacion es
limitado.

Agentes patdgenos que suelen provocar enfermedades
humanas o animales graves, pero que de ordinario no se
propagan de un individuo a otro. Existen medidas
preventivas y terapéuticas eficaces.

Agentes patégenos que suelen provocar enfermedades
graves en el ser humano o los animales y que se
transmiten facilmente de un individuo a otro, directa o
indirectamente. Normalmente no existen medidas

preventivas y terapéuticas eficaces.
Fuente: Manual de bioseguridad en el laboratorio OMS 2005

Grupo de riesgo 2
(riesgo individual
moderado,

riesgo poblacional bajo)

Grupo de riesgo 3
(riesgo individual elevado,
riesgo poblacional bajo)

Grupo de riesgo 4
(riesgo individual y
poblacional elevado)

En lo que respecta a los agentes patdégenos que van a utilizarse en el laboratorio de
animales, hay que tener en cuenta los siguientes factores:

- Lavia normal de transmision.

- Los volumenes y las concentraciones que van a manejarse.

- Lavia de inoculacion.

En cuanto a los animales que van a usarse en el laboratorio, los factores que hay que tener
en cuenta son los siguientes:

- El caréacter de los animales, es decir, su grado de agresividad y tendencia a morder.

- Sus endoparasitos y ectoparasitos naturales.

- Las zoonosis a las que son susceptibles.

- Laposible diseminacion de alérgenos.
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Como en el caso de los laboratorios, los requisitos relativos a las caracteristicas de disefio,
el equipo y las precauciones son cada vez mas estrictos a medida que aumenta el nivel de
seguridad. Esos requisitos se describen y se resumen en la Tabla N° 14. Las directrices

son acumulativas; es decir, cada nivel incorpora los requisitos de los niveles inferiores. (57)

TABLA N° 14 NIVELES DE CONTENCION DE LOS ANIMALARIOS

GRUPO DE NIVEL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO Y EQUIPO
RIESGO CONTENCION DE SEGURIDAD
1 NBSA-1 Acceso restringido, ropa y guantes protectores

Procedimientos del NBSA-1, mas sefiales de
advertencia del riesgo. CSB de clase | o Il para las

2 NBSA-2 L L
actividades que producen aerosoles. Descontaminacion
de desechos y jaulas antes del lavado.

Procedimientos del NBSA-2, més acceso controlado.

3 NBSA-3 CSB y ropa protectora especial para todas las

actividades.
Procedimientos del NBSA-3, mas acceso estrictamente
restringido. Muda de ropa antes de entrar. CSB de clase
4 NBSA-4 Il o trajes de presion positiva.
Ducha a la salida. Descontaminacién de todos los
desechos antes de su salida de las instalaciones.
Fuente: Manual de bioseguridad en el laboratorio OMS 2005

NBSA: Nivel de bioseguridad de las instalaciones para los animales
CSB: Camaras de seguridad biolégica

1.6. ETICA Y LEGISLACION

Debido a las voces en contra del sufrimiento innecesario de animales en
experimentacion, se ha llevado a la agenda, en comunidades locales o en el plano
internacional, el andlisis de riesgos y ventajas de la investigacion cientifica. Esta actitud
es constructiva y contribuye a mejorar el conocimiento de la sociedad sobre las
virtudes de la investigacioén cientifica y a reducir los riesgos de su aplicacion. En el caso
de las vivisecciones, en muchos paises la actual legislacion exige suprimirla de manera
total, puesto que el conocimiento actual permite contar con otros modelos para acceder al
mismo conocimiento repetitivo y basico. Se ha logrado, ademas, reducir las practicas de
viviseccién solo a casos extremos segun requerimientos, pero garantizando el trato

humanitario al animal sacrificado. (73)



- 46 -

En EE.UU., la Academia Nacional de Ciencias y los Institutos Nacionales de Salud han
emitido normas especiales para la investigaciéon en animales, que imponen, por ejemplo,
la obligacion de demostrar que las instituciones cuentan con las instalaciones adecuadas
para el bienestar de los animales. Ademas, el uso de animales en la investigacién esta
estrictamente controlado y regulado por las leyes federales -incluyendo el Acta del
Bienestar de los Animales- que regulan la eliminacién y reduccion del dolor, asi como
otros aspectos del cuidado animal, tales como albergue, alimentacion, ejercicio, y
bienestar psicoldgico.

Estas normas y practicas son comunes en todo el mundo; sin embargo, la
experimentacion con animales no esta legislada ni regularizada en muchos paises de

Latinoamérica. (25)

Hay quienes opinan que se exagera en las atenciones a animales experimentales y
que se desvian recursos, muy necesarios, debido al cuidado a los animales, pero no
comprenden que se trata de un escenario de investigacion que, al igual que otros
laboratorios para otro tipo de ensayos, requiere condiciones especificas. No se trata de
investigacién sobre el comportamiento del animal en su habitat natural, es investigacion
sobre reacciones y comportamiento frente a un factor por parte de un organismo
completo. Ello exige que se garantice que la respuesta sera solo a ese factor y no a otros,
medioambientales, que influyan en la respuesta evaluada. Sin embargo, se reconoce
que al aumentar su bienestar y mantener condiciones medioambientales estables se

obtienen resultados mas fiables y se disminuye el nUmero de experimentos necesarios.

Para garantizar el mejor tratamiento posible, cada instituciéon deberia establecer un
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL), que
supervise, examine y vigile cada posible experimento. Estos comités deberian incluir a
miembros de la comunidad cientifica, un bioeticista y un veterinario o experto en animales
de experimentacion. La responsabilidad més grande de estos comités en los paises
latinoamericanos es acompafiar los proyectos de investigacion en la realizacién de los
procedimientos que lo requieran, y garantizar la existencia de programas de formaciéon y

entrenamiento adecuados. (87)

El cuidado de los animales deberd tener un capitulo importante en la bioética futura. Si

bien una parte del trabajo se hace ahora en preparaciones aisladas, aun es inevitable la



-47 -

etapa de experimentacién animal, reducida en sus dimensiones, enriquecida por
cuidados especiales, pero necesaria al fin. De la misma manera en que no se puede
evitar la prueba final, en el propio ser humano, con todas las precauciones y el
respeto que nos merecen nuestros semejantes. La investigacion clinica en voluntarios
informados es indispensable antes de poner a disposicion de la sociedad toda nueva

oferta de progreso en medicina. (37)

1.6.1.ALTERNATIVAS AL USO DE ANIMALES

Desde que el concepto de alternativas fue introducido recibié nombres variados segun
quienes lo emplearan. Hay quienes lo interpretan como un programa para eliminar

totalmente al animal experimental. (8)

El concepto mas generalizado actualmente parte de Russel y Burch, quienes definieron
ALTERNATIVAS como cualquier técnica que:

= Reemplace el uso de animales

= Reduzca su nimero en un trabajo en particular

= Refine un método existente para disminuir el dolor o el malestar de los animales
Esto se conoce como el principio de las 3 R's (Reemplazo, Reduccion y Refinamiento).
(16)

1.6.2. LEGISLACION COMPARADA

Este tema compete a todos los individuos pero, con mayor razon, a los involucrados en
la investigacion biologica, desde el técnico auxiliar que esta a cargo del cuidado de los
animales, hasta el mas alto directivo de la institucién productora o usuaria de los
mismos. La primera condicidén del investigador que trabaja con animales de laboratorio
es el respeto por la vida, por el dolor o el sufrimiento a que estos pueden ser sometidos

en los trabajos bajo su responsabilidad. (100)

Siempre que se utilizan animales en investigacion habremos de considerar que un
objetivo, tan importante como obtener resultados experimentales, sera el de minimizar

cualquier dolor o angustia que estos puedan sufrir. El refinamiento de los
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procedimientos para conseguir que sean mas humanos debe ser parte integrante de
toda investigacion cientifica. Esto es importante, tanto desde el punto de vista de la
preocupacion humanitaria como para cumplir con los requisitos de la legislacién sobre

animales de investigacion. (91)

El uso de animales para la investigacion cientifica ha sido objeto de mdltiples
reglamentaciones, acuerdos, postulados, leyes y consensos, lo que evidencia una
preocupacion porque se cumplan condiciones bésicas de trabajo que promuevan un
dialogo de pares en un ambiente de respeto. Se ha reconocido la declaracion de los
Derechos de los Animales (1978) y los principios éticos internacionales para la
investigaciéon biomédica con animales como los soportes minimos que todo grupo de
investigacion debe considerar para desarrollar sus actividades. Estos principios también

involucran aspectos de uso de animales en ensefianza basica y media. (97)

Gran parte del desarrollo cientifico y tecnolégico en las ciencias biol6gicas y biomédicas ha
sido posible gracias a la utilizacion de modelos animales experimentales. El uso de
animales es un paso imprescindible en la investigacion de medicamentos y técnicas
terapéuticas antes de su aplicacion tanto en la clinica humana como veterinaria. Sin

embargo, se deben utilizar métodos alternativos al modelo animal siempre que sea posible.

El uso de animales en investigacion debe seguir estrictas normas de conducta, en las
cuales prime el respeto por su vida y su integridad, evitando sufrimientos innecesarios.
Para ello fueron creados los comités de cuidado y uso de animales de
experimentacion, quienes adhieren a los principios que rigen su manejo adecuado y

velan por la aplicacion de dichos principios en las investigaciones. (72)

La primera condicion del cientifico que trabaja con animales de laboratorio es el respeto
por la vida, el dolor o el sufrimiento a que éstos pueden ser sometidos en los trabajos de
experimentacion bajo su responsabilidad. Siempre que se usen animales en investigacion,
se debe considerar que un objetivo tan importante como el de obtener resultados
experimentales, serda el de minimizar cualquier dolor o angustia que dichos animales
puedan sufrir. El refinamiento de los procedimientos para conseguir que estos no causen

sufrimiento debe ser parte integrante de toda investigacion cientifica. Esto es importante



- 49 -

tanto desde el punto de vista de la preocupacién humanitaria como para cumplir con los

requisitos de la legislacion sobre animales de investigacion. (81)

Los investigadores que trabajen y experimenten con animales estdn moralmente obligados
a manifestarles tres tipos de actitudes: respeto, afecto y gratitud.

Respeto: por tratarse de seres vivos y sensibles, que estan experimentando sufrimiento y
podrian terminar perdiendo la vida, tratarseles con todas las consideraciones que el caso
merece.

Afecto: considerandolos participes con nosotros, del misterio de la vida.

Gratitud: reconocimiento por la importante ayuda al constituirse nuestros mas intimos

colaboradores. (73)

Muchos laboratorios experimentales han adoptado estos principios éticos. Igualmente, se
cuenta con abundante bibliografia sobre el tema. Y por Ultimo, cursos y textos que
comprenden la formacion en las ciencias de los animales de laboratorio, incluyen las
pertinentes lecciones sobre la ética en el manejo y la utilizaciébn de los animales de

laboratorio.

En la préactica, el cuidado de los animales de laboratorio recae en varias personas, pero
legalmente y dependiendo de las leyes del pais donde se lleve a cabo el estudio, la
responsabilidad final con frecuencia recae en el investigador principal que esté realizando

el procedimiento cientifico.(74)

ARGENTINA

No existe ninguna legislacibn en cuanto al uso de los animales de laboratorio,
por lo que cada institucidn fija sus propias normas, y ejerce cierto control sobre
el uso de los animales en la experimentacion biomédica. La legislaciéon
existente, al igual que en la mayoria de los paises latinoamericanos, es de
caracter general. (81)

Ley 14.346. Proteccion de los animales contra actos de crueldad

Art. 3. Seran considerados actos de crueldad:
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Practicar la viviseccion con fines que no sean cientificamente demostrables y en
lugares o por personas que no estén debidamente autorizadas para ello;
Intervenir quirdrgicamente animales sin anestesia y sin  poseer el titular de
médico o veterinario, con fines que no sean terapéuticos o de perfeccionamiento
técnico operatorio, salvo casos de urgencia debidamente comprobada.
Experimentar con animales de grado superior en la escala zoolégica al

indispensable segun la naturaleza de la experiencia. (81)

MEXICO

No existe normativa especifica para el control, y regulacion de la
experimentaciéon con animales vivos. Las autoridades sanitarias del Estado, son
las encargadas de otorgar los permisos Yy autorizaciones para la

realizacion  de investigaciones con animales de laboratorio. (61)

Ley Protectora de animales del estado de México (1985) Capitulo V

De los experimentos con animales Articulo 23.- Para realizar algun
experimento con animales los interesados deberan justificar ante las
autoridades correspondientes, que la naturaleza del acto por realizar, es en
beneficio de la investigacion cientifica, y que para ello cuentan con la
autorizacion de experimentacion en animales, que se expidan por la
Autoridades Sanitarias del Estado, y demostrar los siguientes requisitos:

Que los experimentos no pueden realizarse con otras alternativas;

Que son necesarios para el control, prevencion y diagnostico, para el
tratamiento de enfermedades que afecten al hombre y a los animales;

Que los animales no pueden ser substituidos por esquemas, dibujos, peliculas,
fotografas, videocintas o0 cualquier otro procedimiento analogo. Al
experimentador que no cumpla con algunos de los requisitos anteriores, se le
aplicara la sancion respectiva de acuerdo a esta Ley o reglamentos.

Articulo 24: Los animales que vayan a ser utilizados en experimentos de
diseccién, deberan previamente ser insensibilizados y al término de la

operacion, curados y alimentados en forma debida, si las heridas causadas son
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considerables o implican mutilacion grave, el animal sera sacrificado bajo

los medios mas adecuados que eviten sufrimiento. (61)

COLOMBIA

Tiene una de las leyes latinoamericanas mas completas, establece la responsabilidad de
las autorizaciones de experimentacion, en el Ministerio de Salud Publica, siempre y
cuando, estas tengan una justificacion cientifica. Al mismo tiempo, determina la forma
en que los animales de experimentacién deben ser tratados, y prohibe la utilizacién
de los mismos para investigaciones con fines educativos, o para experimentos sin
fin cientifico (80)

LEY N°84 DE 1989 Del uso de animales vivos en experimentos e investigacion.

Articulo 23: Los experimentos que se lleven a cabo con animales vivos, se
realizaran Unicamente con autorizacién previa del Ministerio de Salud Publica y solo
cuando tales actos sean imprescindibles para el estudio y avance de la ciencia,
siempre y cuando este demostrado.

Que los resultados experimentales no puedan obtenerse por  otros
procedimientos o alternativas;

Que los experimentos no puedan ser sustituidos por cultivo de tejidos, modos

computarizados, dibujos, peliculas, fotoégrafas, video u otros procedimientos analogos.

Articulo 24: El animal usado en cualquier experimento deberd ser puesto bajo los
efectos de anestesia lo suficientemente fuerte para evitar que sufra dolor.
Si sus heridas son de consideracion o implican mutilacion grave, seran sacrificados

inmediatamente al término del experimento.

Articulo 25: Se prohibe realizar experimentos con animales vivos, como medio de
ilustracion de conferencias en facultades de medicina, veterinaria, zootecnia,
hospitales o laboratorios o en cualquier otro sitio dedicado al aprendizaje, o con el

propésito de obtener destreza manual. Los experimentos de investigacion se



-52 -

llevaran a cabo Unicamente en los laboratorios autorizados previamente por las
autoridades del Ministerio de Salud Publica y el decreto 1608 de 1978 en o

pertinente.

También se prohibe el uso de animales vivos en los siguientes casos expresamente:
Cuando los resultados del experimento son conocidos con anterioridad;

Cuando el experimento no tiene un fin cientifico y especialmente cuando esta
orientado hacia una actividad comercial;

Realizar experimentos con animales vivos de grado superior en la escala zooldgica

al indispensable, segun la naturaleza de la experiencia.

Articulo 26: Para todo experimento con animales vivos debera conformarse un comité
de ética. (90)

FRANCIA

Los investigadores franceses, deben hoy dia, encontrar la mejor solucién entre las
exigencias de la investigacion y el respeto hacia el animal teniendo en cuenta el
sufrimiento que le es causado. Deberan asegurar que la salud y bienestar del animal

no se amenace inutilmente.

Son numerosos los cientificos que hoy desean tener una justificacion firme de su proceder
cientifico y mejorar de esta forma la imagen de la investigacién ante la opinién publica. Por
otro lado, antes de iniciar cualquier trabajo de investigacién deben cumplir determinadas
condiciones, tal vez secundarias en el piano ético, pero que se revisten de una cierta

importancia para el desarrollo de la vida cientifica del investigado. (75)

Estatutos para una ética de la experimentaciéon con animales

Articulo I: Sobre la necesidad de los experimentos con animales. Las
necesidades de la investigacion biolégica, medica o veterinaria, y los Limites
actuales de los métodos alternativas, toman inevitable el recurso de la

experimentacion con animales para hacer progresar los conocimientos, mejorar el
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diagnostico y el tratamiento de las enfermedades, y de un modo general preservar la

salud.

Articulo 2: Sobre la sensibilidad y el sufrimiento de los animales. Los animales
son seres sensibles y provistos de capacidad cognitivas y emocionales. Son capaces de
sufrir. El experimento tiene el deber de garantizar que su salud y su bienestar no sean

inatilmente amenazados. Evitar todo sufrimiento inatil serd su primer cuidado.

Articulo 3: Sobre la capacitacion del autor del experimento - Hacer
experimentos con animales es un acto de responsabilidad personal. El autor del
experimento se compromete a conformarse en todos los puntos a las exigencias legales y
reglamentarias vigentes, a mantener y ampliar sus propias capacidades y las de sus
colaboradores, y a garantizar la adecuacion de los locales para el experimento y el

alojamiento de las especies animales afectadas.

Articulo 4: Sobre la responsabilidad del autor del experimento - El autor del
experimento tiene ademas una responsabilidad moral con los animales que utiliza para
fines cientificos. Debe por lo tanto aplicar todos los medios para justificar la ética de su
actitud, en particular la legitimidad del objeto de la investigacion y la pertinencia
de los métodos considerados para realizarloy para asegurarse de una probabilidad

razonable que sus estudios conduzcan a la adquisicidon de conocimientos nuevos.

Articulo 5: Sobre la utilidad de una deliberacion ética - El autor de la experiencia no
puede ser juez exclusivo de la legitimidad ética de sus propios trabajos cuando se coloca
en juego su relacion con seres vivos. La comunidad cientifica en su conjunto siente
también la necesidad de enriquecer su reflexiobn sobre lo que es tolerable y lo

gue no lo es, requiriendo asi la creacion de comités de ética especificos.

Articulo 6: Sobre el papel de los comités de ética en experimentos con
animales - Estos comités aprecian la compatibilidad entre los protocolos de
experimentacion propuestos y los principios éticos a fin de auxiliar al autor del
experimento en su proceder cuando el recurso al animal se impone. Tiene por

objeto constituir una garantia complementaria de respeto a la vida animal y de la
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justificacion del proceder cientifico para la sociedad en su conjunto.

ESPANA

Con el objeto de asegurar la proteccion de los animales utilizados en
experimentaciéon se limita estrictamente su uso a ciertos fines: prevencién de
enfermedades, alteraciones de la salud, produccion farmacéutica, proteccién del medio
natural, formacién y educacién e investigacion cientifica y médico legal. La norma busca
satisfacer la demanda de un sector de la poblacion que pide la reduccién de la
experimentacién animal, el cumplimiento de las normas éticas en el manejo de
animales y la creacion de técnicas normalizadas que satisfagan las necesidades del
método cientifico. La ley distingue entre animales de experimentacion y animales de cria,
gue son los especialmente criados para su utilizacibn en experimentos. Las especies
propias para la experimentacion se reducen. (26)

Los animales de laboratorio pueden y deben ser utilizados como reactivos biologicos y
ecologicos, en beneficio de la Ciencia y la Salud Publica -se calcula que la
experimentacion con animales ha ayudado a incrementar la esperanza de vida del hombre
en 20 afios. Esta experimentacion solo puede realizarse en el caso de que no se
cuente con otras técnicas alternativas, aunque sean muy sofisticadas. No se puede
olvidar que se trata de seres vivos, por lo que se ha de procurar el mejor cuidado para

los animales, reduciendo el niumero de practicas experimentales. (79)

Real decreto 223/1988, de 14 de marzo, sobre proteccion de los animales utilizados
para experimentacién y otros fines cientificos. (boe del 18 de marzo de 1988).

Articulo 2 : La utilizacién de animales en experimentacion solo podra tener lugar cuando
esta persiga los siguientes fines: prevencion de enfermedades, alteraciones de la salud y
otras anomalias o sus efectos, asi como el diagnostico y el tratamiento de las mismas
en el hombre, los animales vertebrados o invertebrados o las plantas; el
desarrollo y la fabricacion de productos farmacéuticos y alimenticios y otras
sustancias o0 productos, asi como la realizacion de pruebas para verificar su calidad,
eficacia y seguridad. Valoracion, deteccién, normalizacion o modificacion de las

condiciones fisiologicas en el hombre, los animales vertebrados o invertebrados o
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las plantas. Proteccion del medio ambiente natural, en beneficio de la salud o bienestar del:
hombre, los animales vertebrados o invertebrados o las plantas, la investigacion cientifica,

la educacion y la formacién, la investigacion médico-legal. (37)

Articulo 7: Para que los establecimientos contemplados en el presente Real Decreto
puedan ser registrados deberdn cumplir los siguientes requisitos en orden al cuidado
general y alojamiento de los animales de experimentacion: que a los animales se les
proporcionen condiciones adecuadas de alojamiento, medio ambiente, alimentacién y
bebida, asi como cierto grado de libertad de movimientos y se limite al minimo
preciso cualquier restriccion que les impida satisfacer sus necesidades fisiolégicas y
etologicas; estas condiciones deberan verificarse diariamente.

Que el bienestar y estado de salud de los animales sean supervisados por una
persona competente con titulacion superior que se disponga de medios e instalaciones
gue garanticen la eliminacion, en el plazo mas breve posible, de cualquier deficiencia
que provoque alteraciones en el estado de salud o bienestar de los animales; las
normas de trabajo e instrucciones de uso de todos los elementos constaran por
escrito.(37)

Articulo 8: 1. Los establecimientos usuarios deberan disponer de instalaciones y equipo,
tanto humano como material, apropiados a las especies a utilizar y a los experimentos a
realizar, garantizando que los mismos puedan ejecutarse con la mayor efectividad
posible, de forma que se obtengan los resultados perseguidos con el menor nimero
posible de animales y produciendo a los mismos el minimo grado de dolor, sufrimiento,
estrés o lesion prolongados. Al frente del establecimiento debera haber una persona
responsable administrativamente del cuidado de los animales y del funcionamiento del
equipo. 2. Asimismo, debera contarse con asesoramiento veterinario para el control
de todos los aspectos relacionados con la salud de los animales y con un veterinario u

otra persona competente para cuidar del bienestar de los animales. (37)

Articulo 10: Quedan prohibidos los experimentos en los que se utilicen animales
considerados en peligro de extincién, que figuran en el apéndice | del convenio de

Washington de 3 de marzo de 1973, sobre el Comercio Internacional de Especies
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Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres, modificado el 22 de octubre de 1987; en el
anexo c, parte 1, del Reglamento (CEE) 3626/1982, modificado por el
Reglamento (CEE) 3143/1987 y en los Reales Decretos 3181/1980 y 1497/1986, a
menos que se ajusten a lo dispuesto en las normativas citadas y los objetivos del
experimento sean: la investigacion tendente a la proteccion de las especies de que
se trate o fines biomédicos esenciales, cuando se compruebe que tales

especies son excepcionalmente las Unicas adecuadas a tales fines.

La apreciacion de estas excepciones y la autorizacion, en su caso, correspondera a la
autoridad competente, de conformidad con lo dispuesto en el articulo 4, a solicitud
del establecimiento usuario, que la acompafara de una memoria descriptiva del

experimento y objetivos que se persigan con el mismo. (37)

ESTADOS UNIDOS

En los Estados Unidos la primera ley que hace referencia al trato de animales de
laboratorio data de 1966 y se conocié como Laboratory Animal Welfare Act.; esta ley fue ya
modificada varias veces. Para el uso de animales de experimentacion los investigadores se
rigen por la Guide for the Care of Laboratory Animals, US Department of Health (DHEW)
NIH 86,23 revisada en 1985, y los Principles for the Utilization and Care of Vertebrate
Animals used in Testing, Research and Training (National Research Council, 1986). Estas
pautas son obligatorias para investigadores que trabajan en instituciones que reciben
ayuda del gobierno federal y en los servicios de salud publica y los Institutos nacionales de
salud del NIH (National Institute of Health). Entre las disposiciones que se contemplan en
estos documentos figura que cada institucion debe establecer un programa para cuidado y
uso de animales, procedimiento que debe ser controlado por un comité de ética y de
cuidado y uso de animales. (79)



2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo analiza las buenas practicas de produccion del Bioterio de la Escuela de
Bioquimica y Farmacia de la ESPOCH, sus instalaciones, el reactivo biolégico o animales
para experimentacion que se alojan en el lugar, las rutinas de mantenimiento y legislacion
que rige su funcionamiento.

El Bioterio tiene un area de 16,8 m?, y aloja a 119 ratones Mus musculus dividido en dos
secciones por una pared de madera, ventanas con vidrios pintados de color negro,
ventoleras que permanecen abiertas las 24 horas, 2 estanterias, 2 grifos para suministro de

agua (40 cmy 1.10 m). Para ilustrar se observa la Figura N° 3.

3,00 m
I I
[ |
3,30 m
PUERTA DE INGRESO PUERTA INTERNA
| / T
2,30m

FIGURA N° 3 ESQUEMA DEL BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA



-58 -

2.2. METODOLOGIA DE TRABAJO

2.2.1. ASPECTOS DE LA METODOLOGIA

La metodologia comprende las siguientes fases: identificacion de los puntos de control en
macroambiente, microambiente y animales para experimentacion, planificacion, ejecucion y

procesamiento de resultados.

2.2.2.IDENTIFICACION DE LOS PUNTOS CRITICOS DE CONTROL

Los puntos criticos de control del macroambiente y microambiente del bioterio se identifican
a través del arbol de decisiones, para posteriormente ser analizados y verificar si se

encuentran dentro de los parametros que establecen las normativas internacionales.

Entre los parametros que comprenden el macroambiente tenemos: temperatura, humedad
relativa, ventilacion, iluminacion, ruido, pisos, techos, paredes, estanterias, aire, ventanas.
Los elementos que comprenden el microambiente son: espacio designado a cada animal,

jaulas, lechos, agua, alimento, implementos para ejercicio.
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ARBOL DE DECISIONES PPC

P1. ¢Existen las medidas preventivas Modificar el paso,

para cada factor de riesgo identificado? proceso o producto

v v

SI NO

¢ Es el control en este
paso necesario para la
seguridad?

!

NO
No es un PPC

v

Sl

PARAR *

v

v

P2. ¢Este paso elimina o reduce la
Sl

v

probabilidad de ocurrencia de un factor de

riesgo a un nivel aceptable?

l

NO

|

P3. ¢Podria la contaminacion identificada con el factor(es)

de riesgo identificada ocurrir a un nivel(es) aceptable(s) o

pudieran estos incrementarse a niveles inaceptables?

oo

SI NO — NoesunPPC —» PARAR*

P4. ¢Un paso previo eliminara el o los factores de riesgo o
reducira la posibilidad de ocurrencia hasta un nivel

aceptable?

oo

S| NO PPC

v

|—> No es un PPC —» PARAR *
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2.2.3.PLANIFICACION

Se tomara muestras de acuerdo con la complejidad del sistema y el nUmero de elementos en

estudio en el macroambiente, microambiente y animales para experimentacion.

Macroambiente

- Temperatura: recopilacién de datos dos veces por dia (10h00 y 19h00), durante 15 dias.

- Humedad relativa: recopilacién de datos dos veces por dia (10h00 y 19h00), durante 15
dias.

- lluminacién: recopilacion de datos dos veces por dia (10h00 y 19h00), durante 15 dias.

- Ruido: recopilacién de datos dos veces por dia (10h00 y 19h00), durante 15 dias.

- Estanterias: toma de muestras en las 13 divisiones de las 2 estanterias.

- Ambiente: el bioterio cuenta con un area de 16,8 m* la cual se analiza a través de un

examen microbioldgico.

Microambiente

- Jaulas: existen 119 ratones distribuidos en 28 jaulas de las cuales se tomara una
muestra para comprobar la contaminacion microbiana de las mismas.

- Comederos: cada una de las 28 jaulas cuenta con un comedero.

- Agua: se toma muestras de cuatro diferentes puntos en el sistema desde el pozo, la
cisterna, grifo y bebederos.

- Alimento: se toma tres muestras del alimento en el lugar de almacenamiento, lo pellets

en uso y del alimento distribuido en los comederos de los animales.
Animales para experimentacion
a) Poblacion

El bioterio de Escuela de Bioquimica y Farmacia cuanta con 119 animales para

experimentacion ratones Mus musculus de genética desconocida y sin codificacion.
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b) Muestra

10 animales de diferentes colonias, escogidas completamente al azar con las
siguientes caracteristicas.

- 4 animales de mas de 24 semanas

- 4 animales de 6 a 12 semanas

- 2 animales de destete
2.2.4. EJECUCION
CONTROL DE TEMPERATURA
Se procede a la recopilacion de datos dos veces por dia (10h00 y 19h00), durante 15 dias.
Se usa un termohigrémetro calibrado por el Centro de Metrologia de la fuerza Terrestre el 20
de enero 2009.
CONTROL DE HUMEDAD RELATIVA
Se realiza la recopilacion de datos dos veces por dia (10h00 y 19h00), durante 15 dias. Se
usa un termohigrémetro calibrado por el Centro de Metrologia de la fuerza Terrestre el 20 de
enero 2009.
CONTROL ILUMINACION
La recopilacién de datos se realiza dos veces por dia (10h00 y 19h00), durante 15 dias. Se
utiliza un luxémetro calibrado por le Empresa de Eléctrica S.A. Riobamba el 21 de diciembre
2009
CONTROL DEL RUIDO
La recopilacién de datos se realiza dos veces por dia (10h00 y 18h00), durante 15 dias. Se

utiliza un sonémetro PCE-322 A calibrado por le Empresa de Eléctrica S.A. Riobamba el 21
de diciembre 2009.
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ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL AMBIENTE

El bioterio cuenta con un area de 16,8 m? la cual se analiza a través de un examen

microbioldgico, a través de la siguiente técnica:

Materiales

- Cajas de agar sangre y agar PCA

- Incubadora a 35°C

Procedimiento

- Las cajas se colocan en un area, a una altura de 1 m del suelo y a 1 metro de distancia
de cada obstaculo.

- Dejar las cajas abiertas durante 1 hora

- Incubar a 35°C durante 48 horas

- Contar las colonias desarrolladas

- Calcular el valor medio de las placas colocadas contemporadneamente en el mismo
ambiente. (42)

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE ESTANTERIAS, JAULAS Y COMEDEROS

En las estanterias se toma muestras en las 13 divisiones de las 2 estanterias. Existen 119
ratones distribuidos en 28 jaulas de las cuales se tomara una muestra para comprobar la
contaminacion microbiana de las mismas. Cada una de las 28 jaulas cuenta con un

comedero que también se analiza en el presente trabajo.

Materiales

- Plantillas de papel de 10 cm? para toma de muestras.

- Tubos con tapa rosca con 10 mL de agua de peptona al 0.1%
- Tubos con tapa rosca con 9 mL de agua de peptona al 0.1%
- Hisopos de algodon estériles de 12 a 15 cm de largo.

- Cajas petri estériles.

- Agar PCA

- Pipetas de 2mL y 1mL
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Barfio de agua a 45°C

Asa de 45° de vidrio estéril.

Procedimiento

Remojar el hisopo estéril en la solucién, presionar contra las paredes para desechar el
exceso.

Colocar la platilla en la superficie elegida, frotarla con el hisopo himedo, rotando y
haciendo trazos en sentido horizontal, vertical y diagonal, sumergir el hisopo
contaminado en el tubo con la solucion, agitar de abajo hacia arriba 10 veces, dejar
reposar 3 minutos.

Frotar 4 areas adicionales de 10 cm?, enjuagando el hisopo después de cada barrido.
Agitar los tobos con las soluciones contaminadas contra la palma de la mano.

Realiza disoluciones de la muestra, 1 mL en el tubo 1 con 9 mL de agua de peptona, 1mL
del tubo 1 pasamos al tubo 2 con 9 mL de agua de peptona y sucesivamente hasta el
nuamero de disoluciones que se elija.

Sembrar 0.1 mL de las disoluciones elegidas en las cajas petri.

Contar las colonias y reportar por 10 cm? (42)

ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL AGUA

Las muestras de agua son tomadas en cuatro diferentes puntos del sistema canalizacion de

la ESPOCH, el pozo, la cisterna, grifo y bebedero.

Procedimiento

Montar el equipo Millipore en condiciones de asepsia, y conectarlo al sistema de vacio.
Colocar la membrana estéril (cuadriculado hacia arriba) en el soporte, con la ayuda de
una pinza (de punta roma) previamente flameada con alcohol y enfriada.

Montar nuevamente el equipo y fijarlo con la pinza adaptadora (pinza de pato).

Agitar vigorosamente el frasco que contiene la muestra de agua y verter 100 mL en el
embudo del equipo Millipore y filtrar al vacio; cuando haya pasado toda la muestra, con el

filtro adn en su lugar, enjuague el embudo mediante la filtracion de 100 mL de solucion
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buffer de fosfatos (procurar que el liquido recorra las paredes del embudo). Cerrar el
vacio antes de retirar la membrana.

Retirar la membrana tomandola con la pinza estéril y depositarla asépticamente sobre la
placa de agar ENDO, asegurando el contacto de la membrana con el medio.

Incubar a 37° C durante 24-48 h. (42)

ANALISIS MICROBIOLOGICO ALIMENTO

Se toma tres muestras del alimento en el lugar de almacenamiento, de los sacos que ya

estan abiertos, en uso y del alimento distribuido en los comederos de los animales.

Procedimiento

Montar el equipo Millipore en condiciones de asepsia, y conectarlo al sistema de vacio.
Colocar la membrana Millipore estéril (cuadriculado hacia arriba) en el soporte, con la
ayuda de una pinza (de punta roma) previamente flameada con alcohol y enfriada.
Montar nuevamente el equipo y fijarlo con la pinza adaptadora (pinza de pato).

Preparar una disolucién del producto alimenticio de 1:10.

Agitar vigorosamente el frasco que contiene la muestra de alimento y verter 100 mL en el
embudo del equipo Millipore vy filtrar al vacio; cuando haya pasado toda la muestra, con el
filtro aln en su lugar, enjuague el embudo mediante la filtracién de 100 mL de solucién
buffer de fosfatos (procurar que el liquido recorra las paredes del embudo). Cerrar el
vacio antes de retirar la membrana.

Retirar la membrana tomandola con la pinza estéril y depositarla asépticamente sobre la
placa de agar ENDO, asegurando el contacto de la membrana con el medio.

Incubar a 37° C durante 24-48 h. (42)

ANIMALES PARA EXPERIMENTACION

Se toman 10 animales, ratones Mus musculus del Bioterio de la Escuela de Bioguimica y

Farmacia para realizar el analisis fisico, hematolégico, parasitario y microbiol6gico
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ANALISIS FiSICO

Este andlisis tiene por objetivo ver las caracteristicas externas del ratdén, peso, sexo y
distancia cola-cabeza. Usando una balanza analitica calibrada, observando la distancia ano

genital y una regla.

ANALISIS HEMATOLOGICO

La extraccion de sangre para este analisis debe ser del corazén, usando las técnicas
apropiadas y previa anestesia al animal los resultados deberdn ser comparados con las

normativas internacionales.

IDENTIFICACION DE ECTOPARASITOS

Identificacién de Endoparasitos usando el método de Graham

Materiales

- Bajalenguas

- Cinta engomada
- Porta objetos

- Guantes de goma

Procedimiento

- Colocar la cinta engomada en el baja lenguas.

- Tomar la muestra de los animales arrastrando el baja lenguas por el vientre del animal,
las patas y la piel.

- La cinta adhesiva se coloca sobre un portaobjetos con la cara engomada hacia el cristal,

y se analiza en el microscopio. (42)
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IDENTIFICACION DE ENDOPARASITOS

Materiales

- Caja para muestras de heces
- Palillos

- Portay cubreobjetos
Procedimiento

- En una lamina portaobjetos se colocan dos gotas, en la parte izquierda solucion salina y
en la derecha lugol.

- Se toma con un palillo la muestra de materia fecal, se debe escoger la parte que tenga
elementos anormales y de otra parte para que asi quede una muestra representativa.

- Se homogeniza en la ldmina primero en la solucién salina y luego en el lugol.

- Se le colocan los cubreobjetos. La suspension no debe quedar muy gruesa pero tampoco

muy delgada. (42)

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE BACTERIAS

CULTIVO DE GARGANTA

La flora aislada incluye cocos y bacilos, tanto Grampositivos como Gramnegativos ademas
de encontrarse cierto numero de levaduras. Para un estudio satisfactorio del exudado
faringeo es necesario tomar una adecuada muestra de la regién de amigdalas y faringe. El
cultivo se efectia para demostrar la presencia de Sreptococcus pyogenes, Steptococcus

agalactiae y otras especies del género Streptococcus.

Procedimiento

- Inocular inmediatamente una caja (placa) de agar sangre al 5%, hacer dos cortadas en el
agar durante la siembra. Las cortadas deben ser aproximadamente de 1 cm de largo y el
asa debe llegar al fondo de la caja. El propdsito de las cortadas es introducir las bacterias



-67 -

dentro del agar para alejarlos del oxigeno atmosférico y asi incrementar la hemdlisis tipo
beta.

- Con el objeto de obtener cultivos evidentes de Streptococcus pyogenes, sin necesidad de
hacer sub-cultivos proceder asi: Con pinza flameada y fria, colocar en la zona de més
fuerte inoculacion en el agar sangre de carnero (primera estria), un disco de 30 mcg de
neomicina. A unos 8 —10 mm de distancia, colocar un disco de 0.04 unidades de
bacitracina. Streptococcus pyogenes y Streptococcus pneumoniae son resistentes al
antibiético neomicina, por lo que crecen en cultivos casi puro alrededor de éste disco.

- Introducir la caja en un frasco de vidrio de boca ancha, poner en el fondo una toalla de
papel humeda, colocar la caja con el medio y luego introducir una candela corta y
encendida, cerrar el frasco. La candela se apagaré sola.

- Incubar por 18 a 24 horas a 36°C (1)

COPROCULTIVO

Este analisis es de gran importancia ya que las infecciones entéricas pueden ser causadas
por varios microorganismos, siendo de mayor importancia las bacterias del genero Shigella,

Salmonella.

Muestra

Para efectuar un coprocultivo pueden inocularse muestras del material obtenido del
contenido cecal. Cuando las heces, que se encuentran a 37°C dentro del intestino, son
colocadas y permanecen a temperatura ambiente (aproximadamente a 20°C), el pH baja
considerablemente (acidez) y hace que las bacterias, especialmente Shigella sp pierdan su
viabilidad (capacidad de reproducirse en cultivo).

Procedimiento

- Colocar la muestra de heces del contenido cecal en tetrationato, dejar de 8 a 12 horas a
una temperatura de 35 37 °C

- Sembrar en las cajas de agar EMB, sabouraud y una caja de SS.

- Diseminar el in6culo utilizando dos asas en anillo.
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Ya diseminadas de esta manera las muestras en la superficie de las cajas, incubar a
36°C por 18 a 24 horas. (1)

Interpretacion de resultados

Después de incubadas, observar cuidadosamente las placas. Debe contarse con una luz
de lampara que ilumine las cajas por detras y observarlas. Marcar por detrds con un
circulo de cray6n graso cada tipo diferente de colonias sospechosas.

Colocar las cajas con las colonias previamente marcadas, usando una asa en aguja bien
recta, flameada y fria, toque la superficie de la colonia seleccionada, teniendo cuidado de
no pincharla o pasar tocando otras colonias cercanas.

Incube a 36°C la gradilla que contiene las bioquimicas. Deben permanecer en incubacién
de 18-24 horas. Los tapones de rosca deben quedar ligeramente flojos para permitir la
entrada de oxigeno.

Examine las reacciones e intérprete los resultados de acuerdo a la tabla de identificacion

de pruebas bioquimicas.

Coloraciéon de Gram

Hacer un frotis.

Fijar el frotis con calor y dejar enfriar.

Cubrir el frotis con cristal violeta por 1 minuto.

Lavar con agua de chorro, eliminar el exceso de agua
Cubrir el frotis con lugol para Gram por 1 minuto.
Lavar con agua de chorro.

Decolorar con alcohol acetona por 20-30 segundos.
Lavar con agua de chorro.

Cubrir con safranina el frotis por 30 segundos.

Lavar con agua de chorro.

Dejar secar al aire y observar al microscopio con objetivo 100x.
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PRUEBAS BIOQUIMICAS

Prueba dela coagulasa

La coagulasa es una enzima que tiene la capacidad de convertir el fibrinbgeno que esta
presente en el plasma humano o animal, en fibrina, lo cual se evidencia en el laboratorio por
la formacion de un coagulo visible. Esta prueba se usa para diferenciar Staphylococcus
aureus que siempre produce esta enzima, de otras especies de Staphylococcus que no la

producen. (1)

Medios y reactivos

- Plasma de conejo o plasma humano obtenido de sangre fresca estéril, no nitratada.

- Cloruro de calcio al 5%: Pese 5.0 gramos de Cloruro de calcio, deposite en un balén
aforado de 100 mL y lleve con agua destilada hasta la marca de aforo.

- Medio de cultivo: Cualquier medio soélido, libre de sal (NaCl) debe usarse para que crezca

el microorganismo a probar.

Prueba de la catalasa

La catalasa, es una enzima que poseen la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas. El peréxido de hidrégeno es uno de los productos finales del metabolismo
oxidativo de los carbohidratos y si se acumula es letal para el microorganismo. Esta prueba
es de vital importancia en la diferenciacion de Streptococcus (catalasa negativa) y de los

Staphylococcus (catalasa positiva).

Prueba de oxidasa

La enzima Oxidasa, conocida también como citocromo, oxidasa o indofenol oxidasa. Se
encuentra presente en una gran variedad de seres vivientes entre los que incluyen bacterias
hasta animales superiores. Su funcién es la de promover la oxidaciéon del citocromo “c” a
expensas del oxigeno molecular. En bacteriologia se puede determinar su presencia al hacer
reaccionar una poblacion bacteriana con su sustrato oxidable como el dimetil o tetrametil- p-
fenilendiamina y el resultado observado es la aparicion de color que va del rosado al
purpura. (1)
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Esta prueba es sumamente importante en la identificacion de bacterias Gram negativas y en
la diferenciacion de cocos Gram positivos de importancia clinica: Micrococcus (prueba

positiva) y Staphylococcus (prueba negativa excepto S. Sciuri).

2.2.5. PROCESAMIENTO DE RESULTADOS

REPORTE DE INFORMACION

Los resultados se reportan de acuerdo a los formatos correspondientes y tomando como

referencia los valores indicados en las normas vigentes.

Cddigos que se utilizan para identificar las muestras
- Temperatura: (T1, T2, T3...)

- Humedad relativa: (Hr1, Hr2, Hr3...)

- lluminacién: (L1, L2, L3...)

- Ruido: (R1, R2, R3...)

- Estanterias: (Esl, Es2, Es3...)

- Ambiente: (Am1, Am2, Am3...)

- Jaulas: (J1, J2, J3,...)

- Comederos: (C1, C2, C3..))

- Agua: (Agl, Ag2, Ag3...)

- Alimento: (Al1, Al2, AI3...)

- Animales para experimentacion: (Rtl, Rt2, Rt3...)

PROCESO DE RESULTADOS
Es el proceso a través del cual se revisa los resultados generados y el parametro con el cual

se compara Yy difiere dependiendo de las muestras tomadas en los diferentes puntos criticos

de control, en donde cada uno debe cumplir con las normas internacionales establecidas.



3. RESULTADOS

CUADRO N°1 RESULTADOS DEL CONTROL DEL MACROAMBIENTE

MES DE DESVIACION  COEFICIENTE RANGO
MUESTRA PROCESAMIENTO PROMEDIO ESTANDAR DE VARIACION PERMITIDO
Temperatura Diciembre 2009 13,5°C 3,9 29,3% 12 a 26°C
Humedad Diciembre 2009 48,2% 6,2 12,8% 30 a 70%
relativa
C; 212,2 lux 25,3 12,0% 130 a 325
Luz (10h00 M 2010
uz ( ) arzo C,9683Iux 1019 10,5% lux
C1 24,2 lux 4,2 17,2% 130 a 325
Luz (18h00) Marzo 2010 C,83.11ux 104 12.5% lux
. C,62,5dB 4.0 6,3 % 50a70
Ruido (10h00 M 2010
uido (10n00)  Marzo C,62,0 dB 33 5.4 % dB
Ruido (18h00) Marzo 2010 C,62,0dB 2,4 6,1% 50a 70
C,61,3dB 3,0 4.8 % dB
C1: Cuarto 1
C2: Cuarto 2

Se realiz6 un control de los factores macroambientales tales como la temperatura y las
mediciones realizadas nos dieron un promedio de 13,5°C, la desviacién estandar de 3,9 y un
coeficiente de variacion de 29,3%. La norma indica como rango permisible de 12 a 26°C,
establecido por el Canadian Council on Animal Care, (CCAC). El control de humedad relativa
tiene un rango permitido de 30 a 70% vy los resultados obtenidos en el Bioterio indican un
promedio de 48,2%, con una desviacion estandar de 6,2 y un coeficiente de variacion de
12,8% lo cual indica que cumple con la norma internacional y reduce significativamente los
riesgos de microorganismos gue se prolifera en humedades relativas altas. La luz es uno de
los parametros mas variables, los datos revelan un promedio de intensidad de luz (10h00) de
212,1 lux en el cuarto 1 y 968,3 lux en cuarto 2, esta medicién en particular esta fuera de los
pardmetros establecidos, lo que podria significar que los ratones expuestos a esta intensidad
de luz presentan un dafio a nivel de retina. La segunda medicién (18h00) muestra un
promedio de 24,15%, desviacion estandar de 4,12 y coeficiente de 17,2 para el cuarto 1y
para el cuarto 2 un promedio de 83,1 lux, desviacion estdndar de 10,4 y un coeficiente de
variacion de 12,53%. La norma establece 130 a 325 lux. El nivel de ruido promedio es de
59.2 dB y se encuentra dentro de la norma establecida que es de 50 a 70 dB, no existe una
variacion significativa en los datos tomados en las diferentes horas del dia. Ver Cuadro N° 1.
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ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL MICROAMBIENTE Y EL AIRE

CUADRO N°2 RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO DEL MICROAMBIENTE Y EL AIRE

MES DE

MUESTRA PROCESAMIENTO PROMEDIO RANGO PERMITIDO
Aire Noviembre 2009 + 300 ufc/m>? <5 ufc/m??
Estanterias Noviembre 2009 + 300 ufc/m?? <5 ufc/m??
Jaulas Noviembre 2009 + 300 ufc/m??2 <5 ufc/m??2
Comederos Noviembre 2009 + 300 ufc/m?? <10ufc/m??

a: Aerobios mesofilos

Las muestras que fueron tomadas del ambiente para examinar la calidad de aire contienen
mas de 300 ufc/m® de aerobios meséfilos, excediendo al nimero permitido por la Oficina
Nacional de Normalizacién de Cuba que tiene como limite <5 ufc/m? para aerobios meséfilos.
Las estanterias y jaulas contienen una carga microbiana mucho mas alta de lo permisible por
la norma, todas las muestras contienen mas de 300 ufc/m? aerobios meséfilos cuando el
limite maximo permitido es <5 ufc/m? para aerobios meséfilos en superficies lisas del bioterio
segun la Oficina Nacional de Normalizacion de Cuba. En los comederos encontramos de
igual forma una abundancia de microorganismos, mas de 300 ufc/m®, que sobrepasan
evidentemente el limite permisible de <10 ufc/m? para aerobios mesofilos en superficies

irregulares segun la Oficina Nacional de Normalizacién de Cuba. Ver Cuadro N° 2.

ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL AGUA Y ALIMENTO

CUADRO N°3 RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO DEL AGUA Y ALIMENTO

MES DE

MUESTRA PROCESAMIENTO PROMEDIO RANGO PERMITIDO
72 ufc/100mL ? 30 ufc/200mL @
Agua Enero 2010 6.5 ufc/100mL° 2 ufc/100mL"
Ausencia ° Ausencia °
MNPC? 3x10° ufc/g mL®
Alimento Enero 2010 MNPCP 10 ufc/g mL®
MNPC® 10 ufc/g mL®

a: Aerobios mesofilos

b: Coli totales

c: Coli fecales

MNPC: Muy numeroso para contar
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El andlisis del agua tomada en diferentes puntos del sistema nos revela que el 25% de las
muestras cumplen con la norma en cuanto al nUmero de bacterias aerobias mesdfilas (limite
méximo 30 ufc/100mL), de igual forma el 25% de las muestras cumple con la norma de
coliformes totales al tener un nimero menor o igual a 2 ufc/100mL y el 100% de las muestras
cumple con la norma en recuento de coli fecales al presentar 0O ufc/100mL, tomando como
referencia la norma INEN 1105. En las muestras del alimento almacenado, el que se
encuentra abierto, en uso, y en el que se encuentra distribuido en los comederos de los
animales los resultados son los mismo se encontré que el 100% de las muestras presenta
enterobacterias: muy numeroso para contar (MNPC), el 100% de las muestras presenta Coli
total: muy numeroso para contar (MNPC) y el 100% de las muestras presenta E. coli: muy
numeroso para contar (MNPC). Representando este punto un foco infeccioso para los

animales al consumir este alimento. Ver Cuadro N° 3.

ANIMALES PARA EXPERIMENTACION

IDENTIFICACION DE ECTOPARASITOS Y ENDOPARASITOS

CUADRO N°4 RESULTADOS DEL CONTROL PARASITARIO

MUESTRA  pRoCESAMIENTO  ENCONTRADOS  PREVALENCIA
Piel del raton Abril 2010 Acaros: escasos 40%
Heces fecales Abril 2010 LSS: algunos 30%
Heces fecales Abril 2010 QAH: escasos 30%
Heces fecales Abril 2010 QGL: algunos 10%
Heces fecales Abril 2010 QGL: numerosos 10%

LSS: Larvas de Strongyloides stercoralis.
QAH: Quistes de Ameba hystolitica
QGL: Quistes de Giardialamblia

Al analizar los ectopardsitos en los animales de experimentacion encontramos que el 60% no
presenta ningun tipo de ectopardsitos y el 40% restante tiene ectoparasitos (acaros)
escasos. Los resultados de los analisis revelan que el 80% de los animales tiene algun tipo
de parésitos de los cuales en el 30% se encuentra Larvas de Strongyloides stercoralis:
algunos, el 30% Quistes de Ameba histolyitica: escasos, el 10% presenta Quistes de Giardia

lamblia: algunos y el 10% Quistes de Giardia lamblia: numerosos. Ver Cuadro N° 4.
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ANALISIS HEMATOLOGICOS

CUADRO N°5 RESULTADOS DEL ANALISIS HEMATOLOGICO

MES DE

MUESTRA PROCESAMIENTO PARAMETRO PROMEDIO RANGO PERMITIDO
Febrero 2010 Glébulos blancos 4,4 x10°/uL  5.0-13.7 x 10°/uL
Febrero 2010 Glébulos rojos ~ 10,5x10%uL  7.9-10.1 x 10%/puL

SANGRE Febrero 2010 HGB g/dL 16,5 11.0-14.5

(corazoén) Febrero 2010 Hematocrito % 50.5 38.5-45.1
Febrero 2010 MCV fi 48 48.0-56.0
Febrero 2010 MCH pg 15.7 18.0-25.0

Los andlisis de sangre muestran un promedio de 4,4 x 10°/uL de glébulos blancos, 10,5 x
10%pL glébulos rojos, HGB 16,5 g/dL, hematocrito 50.5%, MCV 48 fl y MCH 15,7 pg,

mostrando el estado de salud de los ratones de la laboratorio. Ver Cuadro N° 5.

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

CUADRO N°6 RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO PARA LOS ANIMALES

MES DE MICROORGANISMOS

MUESTRA PROCESAMIENTO ENCONTRADOS PREVALENCIA
Contenido cecal Marzo 2010 E. coli 100%
Contenido cecal Marzo 2010 Salmonella typhi 30%
Secrecion faringea Marzo 2010 Streptococcus beta 50%

hemolitico no del grupo A
Secrecion faringea Marzo 2010 Staphylococcus aureus 40%
Secrecion faringea Marzo 2010 Candida albicans 10%

Los animales de experimentacion presentan diferentes microorganismos, en el analisis del
contenido cecal se encuentra en el 100% de los animales E. coli y 30% Salmonella typhi.
En la secrecion faringea se encuentra en el 50% de ratones presenta Streptococcus beta
hemolitico no del grupo A, 40% Staphylococcus aureus y 10% Candida albicans. Ver

Cuadro N° 6.



CONCLUSIONES

Se analiz6 los factores microambientales (jaulas, bebederos, comederos, agua y
alimento) y macroambientales (temperatura, humedad, intensidad de luz y ruido) en los
gque habitan los animales de experimentacion (Mus musculus) del Bioterio de la Escuela
de Bioquimica y Farmacia en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo durante el
periodo noviembre 2009 abril 2010.

El analisis de los factores macroambientales, temperatura humedad relativa y sonido
tiene un promedio dentro del rango permitido, sin embargo la intensidad de luz a las
10h00 es de 968,3 lux en el cuarto 2, esta medicion en particular esta fuera de los
parametros establecidos, lo que podria significar que los ratones expuestos a esta
intensidad de luz presenten un cambio comportamental, provoque estrés en el animal
o un dafio a nivel de retina. Por esta razén se deberia hacer una reestructuracion en la

infraestructura para evitar dafios en la salud animal. Segun el Cuadro N° 1.

Los resultados del analisis microbiolégico del ambiente, estanterias, jaulas y
comederos es de mas de 300 ufc/m® de aerobios mesdfilos; el alimento tiene en todos
sus parametros (aerobio mesofilos, coli totales y coli fecales) un alto rango de bacterias
que es muy numeroso para contar (MNPC) y la muestra de agua contiene 72
ufc/100mL para aerobios mesofilos cuando el rango indica hasta 30 ufc/100mL, para
coli totales el resultado es 6.5 ufc/100mL, las normas permiten < 2 ufc/100mL. Estos
son principalmente los factores que afecta de una forma directa a la salud del animal.
Los resultados del analisis microbioldgico demuestra que es necesario controlar de
mejor manera la excesiva contaminacion en los factores microambientales, el agua y el

alimento. Segun los Cuadros N° 2 y N° 3.

Se realiza el andlisis de los ectoparasitos en los animales de experimentacion y se
establece que el 40% tiene ectoparasitos (acaros) escasos. Para endoparasitos los
resultados de los andlisis revelan que el 80% de los animales tiene algun tipo de
parasitos de los cuales en el 30% se encuentra Larvas de Strongyloides stercoralis:
algunos, el 30% Quistes de Ameba histolyitica: escasos, el 10% presenta Quistes de
Giardia lamblia: algunos y el 10% Quistes de Giardia lamblia: numerosos. En el

analisis microbiolégico del contenido cecal: el 100% de los ratones tienen E. coli y 30%
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Salmonella typhi. En los analisis de secrecion faringea, el 50% presenta Streptococcus
beta hemolitico no del grupo A, 40% Staphylococcus aureus y 10% Candida albicans.
Por esta razon es necesario saneamiento de los animales y el personal, estudiantes e
investigadores deberdn seguir estrictamente las normas de bioseguridad. Segun los
Cuadros N° 4 y N°6

El control sanitario de los animales de experimentacién Mus musculus del Bioterio de la
Escuela de Bioquimica y Farmacia de la ESPOCH, demuestra que el manejo que tiene
el personal en las areas de la produccion de los animales deberia ser mejorada para

obtener resultados favorables, acordes con los estandares internacionales vigentes.

Para mejorar las préacticas de produccion de los animales de laboratorio es vital contar
con una norma administrativa que regule y supervise a los estudiantes que realizan
practicas con animales y los investigadores que utilizan a los ratones como reactivo

bioldgico.

Se elabora la “Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio: Ratén”, este
documento procura ser un aporte para direccionar el proceso de mejoramiento de los
medios experimentales e investigativos para los cuales son utilizados los animales de
experimentacion. Esta basada en diferentes normas y guias internacionales que se

encuentran en vigencia y han sido legalmente aprobadas.
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RECOMENDACIONES

- La Escuela de Bioquimica y Farmacia es responsable de este valioso espacio para el
avance del estudio y la investigacion, por lo tanto deberia contar con una estructura

administrativa que elabore los protocolos para el uso y manejo de los animales

- El personal asignado a esta area deberia ser capacitado para de esta forma transmitir
estos conocimientos a los estudiantes de la Escuela y concientizarles de la importancia

gue tienen los experimentos con animales a nivel de nuevas investigaciones cientificas.

- Ademas es necesario implementar un proyecto de inmunizacién para el personal
encargado, los estudiantes e investigadores que tengan contacto continuamente con
los animales, la vacunacion y las normas de bioseguridad adecuadas podrian evitar

cualquier problema en el futuro.

- Seria necesario una readecuacion de la infraestructura para mejorar las condiciones de
los animales de experimentacion, asi como también crear un sistema de cruzamiento

adecuado para obtener una genética conocida.

- Aplicar las directrices que se presenta en la “Guia de manejo y cuidado de animales de
laboratorio: Ratén” que se anexa en el presente trabajo para mejorar las técnicas de
produccion de ratones de laboratorio.

- Hacer un control rutinario de todos los factores macroambientales y microambientales
para conocer su estado y vigilar su mejoramiento luego de reestructurar su manejo y
seguir las directrices de la “Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio:
Raton”.



RESUMEN

El objetivo de la investigacion es Determinar los parametros de Buenas Practicas de
Produccion de Mus musculus en el Bioterio de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Las muestras del macroambiente y microambiente fueron seleccionadas al azar, al igual
gque los animales. Se analizé los factores microambientales y macroambientales, en los que
habitan los animales de experimentacion (Mus musculus) del Bioterio de la Escuela de
Bioquimica y Farmacia durante el periodo noviembre 2009 abril 2010. El andlisis de los
factores macroambientales, temperatura humedad relativa y sonido tiene promedios dentro
del rango permitido, sin embargo la intensidad de luz a las 10h00 es de 968,3 lux en el
cuarto 2, esta medicion en particular esta fuera de los parametros establecidos. Los
resultados del analisis microbiolégico en el ambiente, estanterias, jaulas y comederos,
tienen una concentracion de mas de 300 ufc/m® de aerobios mesoéfilos, el alimento tiene
en todos los parametros analizados un alto rango de bacterias que es muy numeroso para
contar (MNPC) y la muestra de agua contiene 72 ufc/100mL para aerobios mesofilos, el
rango indica hasta 30 ufc/100mL, para coli totales el resultado es 6.5 ufc/100mL las
normas permiten < 2 ufc/100mL. Al analizar los ectoparasitos en los animales de
experimentacién encontramos que el 40% tiene ectoparasitos escasos. El 80% de los
animales tiene algun tipo de pardsitos de los cuales en el 30% se encuentra Larvas de
Strongyloides stercoralis: algunos, el 30% Quistes de Ameba histolyitica: escasos, el 10%
presenta Quistes de Giardia lamblia: algunos y el 10% Quistes de Giardia lamblia:
numerosos. En los animales en el andlisis del contenido cecal se encuentra que el 100%
de los ratones tienen E. coli y 30% Salmonella typhi. En los analisis de secrecion faringea
el 50% presenta Streptococcus, 40% Staphylococcus aureus beta hemolitico no del grupo
Ay 10% Candida albicans. EIl control sanitario de los animales de experimentacion Mus
musculus del Bioterio, demuestra que el manejo que tiene el personal en las areas de la
produccion de los animales deberia ser mejorada para obtener resultados favorables,
acordes con los estdndares internacionales vigentes.

Por lo que es necesaria la implementacién urgente de la guia de Buenas Practicas de
Produccion de Mus musculus en el Bioterio de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, guia propuesta en la presente investigacion.
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RESULTADOS EXAMEN FiSICO

MUESTRA: PELLETS
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RESULTADOS ANALISIS MICROBIOLOGICO

MUESTRA: PELLETS

1 (EN USO) 20°C 7 MNPC MNPC MNPC 40%
2 (SELLADOS) 19°C 6.8 MNPC MNPC MNPC 30%
3 (COMEDEROS) 21°C 6.9 MNPC MNPC MNPC 70%




RESULTADOS ANALISIS MICROBIOLOGICO AEROBIOS
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RESULTADOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

MUESTRA: RATON
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RESULTADOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION PARASITOS

MUESTRA: HECES RATON
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ANEXO 2



nllln DE MANEJOY CUIDADO

LABORATORIO




CAPITULO 1
1. MARCO TEORICO

El animal de laboratorio tiene que ser respetado como ser vivo, entender que padece
necesidades y sufre dolor, por ley es obligacion del personal que lo cuida, mantiene y

utiliza (investigador), asegurar su bienestar y confort mientras viva.

1.1. EL ANIMAL DE LABORATORIO

El animal de laboratorio es aquel que:

- Es engendrado y producido en condiciones controladas.
- Mantenido en un entorno controlado.

- Posee claros antecedentes genéticos y microbiolégicos.

- Existe una comprobacion sistematica de estos antecedentes.

También es definido como cualquier especie animal que, mantenido bajo determinadas
condiciones controladas es utilizado como instrumento de medida en experimentacion
cientifica, desarrollo tecnolégico e innovacion, pruebas de laboratorio y docencia, para
la generacion de datos, los cuales son utilizados como informacion. Ejemplo de estas

especies son: el ratdn, la rata, el hamster, el conejo, el perro, el mono etc.
1.2. EL RATON, SU TAXONOMIA Y USO COMO ANIMAL DE LABORATORIO

TAXONOMIA
Clase: Mammalia
Familia: Muridae

Género: Mus

Especie: Mus musculus.

Ventajas de su uso como animal de laboratorio:

- De facil cuidado y mantenimiento, por su pequefio tamafio.
- Bajos costo de manutencion.

- Cepa definida.

- Diversidad de caracteristicas especificas que sirven como modelo



- Por su vida relativamente corta es excelente para su uso en ensayos crénicos de
toxicologia, microbiologia, virologia, farmacologia, etc.
- Eficiencia reproductiva

- Corto tiempo de generacion.
Desventajas:
- Dificultad en la recoleccion de material biolégico.

- Dificultad la administracion de drogas.

- Dificultad en las técnicas quirurgicas.

Fuenite: Bioterio Central - CNPB del INS. 2007

Raton albino

1.3. CEPA

Poblacion de una misma especie, descendiente de un mismo origen; conservada por

medio de una serie de pasos o cultivos.
Ejemplos:

RATON BALB/c (Mus musculus)
RATON AKR (Mus usculus)

RATON NIH (Mus musculus)

Todas estas cepas se usan ampliamente en estudios de toxicologia, farmacologia y en

pruebas de seguridad.

1.4. CLASIFICACION MICROBIOLOGICA

Los animales de laboratorio se clasifican de acuerdo a la presencia o ausencia de
microorganismos patdgenos. Los patdgenos por controlar son parasitos, virus, bacterias

y hongos.



CATEGORIA I: Animal Haloxénico (tradicionalmente Convencional)

Animales mantenidos sin ningun proceso especial (instalaciones abiertas) tradicionalmente
llamados Convencionales. Deben estar libres de toda evidencia de enfermedades
infecciosas especialmente trasmisibles al hombre, tanto en el examen clinico como post —
morten.

Se refiere a las siguientes entidades bioldgicas:

- Toda Salmonella y Shigella

- Mycobacterium tuberculosis
- Yersinia pseudotuberculosis
- Leptospira spp

- Dermatofitos

- Sarcoptes scabei.
CATEGORIA II: Animal Miroxénico.

Son comparables a los animales convencionales mantenidos bajo condiciones sanitarias
estrictas y estandares. Los mismos albergan una fraccién inoculada de microorganismos
no patégenos tomadas de la microbiota de un haloxénico; deben mantener o ser del

mismo status de la Categoria | y ademas estar libres de:

- Listeria monocytogenes

- Bacillus piliformis

- Estadios intermedios de Céstodos y de Artropodos parasitos obligados.

- Especies determinadas demandan la ausencia de los Virus: Ectromelia (Ratén)

CATEGORIA IIl: "Animal Gnotobiético con microbiologia definida”
Son comparables a los animales derivados de cesarea (Axénicos) a los que se les
introducen voluntariamente especies microbianas conaocidas. Deben ser del mismo status

de la Categoria Il y ademas estar libres de:

- Bordetella bronchiseptica

- Toda Pasteurella



- Todas las Coccidias (Eimerias spp) y Helmintos patdgenos

Ademas especies determinadas demandan la ausencia de:

Streptobacillus moniliformis (Ratones y Ratas)
- Corynebacterium kutscheri (Ratones)

- Streptococcus pneumoniae

Todas las especies de Mycoplasma (Ratones y Ratas)

CATEGORIA IV: Animal Heteroxénico (Libre de gérmenes patégenos, SPF)

Son comparables a los animales descritos como libres de gérmenes patégenos
especificos (Specific Pathogens Free, SPF). Estos son derivados de un Axénico o
Gnotobidtico que adquiere una microbiota proveniente de su medio, son mantenidos en
Zonas Protegidas (sistemas cerrados). Deben ser del mismo status de la Categoria Ill y

ademas estar libres de:

- Estreptococos (excepto Grupo D)
- Neumococos

- Helmintos

- Protozoos patégenos

- Virus que afectan estas especies

CATEGORIA V: Animal Axénico (Libre de gérmenes, GF)

Son animales que no albergan ninguna especie microbiana viviente detectable. Los
mismos son el resultado del uso de sistemas cerrados estériles y son libres de todo
organismo demostrable (virus, bacterias, hongos, parasitos y organismos saprofitos). Son
conocidos como animales "Germ Free" o "Axénicos", los cuales son derivados por
histerotomia (cesarea) o histerectomia aséptica, criados y mantenidos en un aislador
mediante técnicas "Gnotobidticas". Estos animales no siempre se obtienen en la préactica,

debido a los agentes transmitidos verticalmente.

Este esquema de clasificacion por categorias ha sido sujeto a revisiones regulares y a

pesar de algunos cambios menores en cuanto al establecimiento y definicion de las



entidades microbianas (bacterias, hongos, parasitos y virus) que deben o no estar

presentes segun la categoria especifica, el mismo ha resistido la prueba del tiempo.

1.5. CARACTERISTICAS GENERALES DEL RATON

El ratdbn doméstico es una especie cosmopolita, se adapta a una gran variedad de
condiciones ambientales, desde zonas muy frias hasta regiones tropicales. En general,

las especies prefieren ambientes mas secos que humedos.

El raton es un mamifero de sangre caliente, de habitos nocturnos y su comportamiento
esta influenciado por feromonas. Posee un agudo sentido de la audicion, por lo que se
alteran rapidamente con los ruidos, es por ello que hay que tener cuidado con los
equipos que se utilizan. Su sentido del olfato esta muy desarrollado, no sélo para

detectar comida y depredadores, sino también para percibir un orden social.

Su visibn es muy pobre y no pueden percibir los colores. En la orbita del ojo posee
unas glandulas con forma de herradura llamadas glandulas Harderianas, cuando el
raton esta en estrés, excreta en la zona periocular una sustancia de color marron
llamada porfirina. El sistema social depende de la densidad de poblacién, viven en
gran-des colonias y el rango social esta bien desarrollado. Generalmente, son muy
dociles a excepcion de algunas cepas exocriadas que mantienen su agresividad, al

igual que sus antecesores salvajes.

Por su pequefio tamafio son muy susceptibles a cambios ambientales, puesto que una
variacion de la temperatura entre 2 a 3°C, puede afectar su temperatura corporal y
modificar su fisiologia. El tamafio del raton adulto varia entré 12 a 15 cm desde la
punta de la nariz a la punta de la cola; el largo de la cola es igual al largo del cuerpo y
con un peso aproximado de 30 gr. Las crias al nacer tienen un peso aproximado de 1 a
2 g y gana rapidamente peso durante la lactancia. Tienen una vida util de 10 al2
meses y se obtiene de ocho a diez camadas.

DENTICION

- Laférmula dental del ratén es 2 (1 / 1 incisivos, 0/0 caninos, 0/0 premolares, y 3/3

molares).



- Los incisivos estan continuamente creciendo y si crecen en exceso produce

oclusion.

Coronoid process

Articular surface

Condyloid process
Mandibular foramen

Incisor

Mandibular
symphysis

Dental ridge Angle

FIGURA 1: DENTICION DEL RATON.

Fuente: http://www.upo.es/laboratoriodeneurociencias/Contenidos/

ESQUELETO
- Laférmula vertebral normal es C28 C7 T13 L6 S4.

- El raton tiene normalmente 13 pares de costillas. Los 7 pares craneales son
"verdaderas" y las costillas se articulan con el esternobn. Ademas, hay 6 pares de
costillas "falsas”, las 3 ultimas son "libres" o "flotantes" sin ningan vinculo

con otras estructuras 6seas.

Py

FIGURA 2: ESQUELETO DEL RATON

Fuente: http://www.upo.es/laboratoriodeneurociencias/Contenidos/



CARACTERISTICAS EXTERNAS

- Las patas delanteras y traseras tienen cinco digitos cada uno.

Pollex Pollex with
flattened nail

Dorsal aspect Ventral aspect

FIGURA 3: PATAS DELANTERAS

Fuente: http://www.upo.es/laboratoriodeneurociencias/Contenidos/

- El ratén hembra tiene cinco pares de pezones en el térax ventral (tres pares) y

abdomen (dos pares).

Pectoral group)

Inguinal group

FIGURA 4: CARA VENTRAL DE LA POSICION DE LOS PEZONES DE LAS
HEMBRAS

Fuente: http://www.upo.es/laboratoriodeneurociencias/Contenidos



SISTEMA GASTROINTESTINAL

- El tubo digestivo es similar al de otros mamiferos y consiste en el esoéfago,

estbmago, duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colon y recto.

- El estomago se divide en secciones: cardiaca (no glandular) y pilérica

(glandular). La porcion no glandular esta revestida por epitelio.

- El raton no tiene un apéndice.

Mouth—> Pharynx Cagcum
Tongue Opening of trachea

FIGURA 5: TUBO DIGESTIVO

Fuente: http://www.upo.es/laboratoriodeneurociencias/Contenidos

SISTEMA UROGENITAL
- Elrifidn derecho estad normalmente por delante del rifién izquierdo.

- En los machos el conducto inguinal permanece abierto y los testiculos puede
introducirse en la cavidad abdominal. Los machos suelen tener un pequefio hueso
en la uretra cerca de la punta del pene.Las glandulas prepuciales son dos
estructuras similares que se encuentran por via subcutanea, cerca de la punta del
prepucio.

- En las hembras el tracto reproductor incluye dos cuernos uterinos que se
combinan para formar el corpus mediana. Las glandulas del clitoris se encuentran
por via subcutanea justo lateral a la abertura de la uretra. Al igual que con las

glandulas del prepucio, en ocasiones se encuentran abscesos.
- La placenta es hemocorial.

- La orina normalmente es transparente, amarilla y muy concentrada (hasta 4,3

osmoles / kg).



- Grandes cantidades de proteinas son normalmente excretadas en la orina de
ratones, incluyendo uromucoide, alfa y beta globulinas, y las principales proteinas

urinarias.
- El pH de la orina del ratén normal es de aproximadamente 5,0.

- La inmunoglobulina materna se transfiere a las crias a través de la placenta y en

el epitelio intestinal de calostro durante 16 dias después del parto.

- Los machos se distinguen de las hembras por el saco escrotal que contienen los

testiculos y por una mayor distancia anogenital.

FIGURA 6: SEXADO RATON

Fuente: http://www.upo.es/laboratoriodeneurociencias/Contenidos
La figura. 6 Diferencia de distancia anogenital entre hembras (izquierda) y macho
(derecha) ratones. La distancia entre el ano y los genitales externos es mas corta en

las mujeres que en hombres.

BAZO

- La pigmentacion oscura del bazo ha sido descrita como una condicibn no
patégena en el raton. A menudo, la pigmentacion es focal. El pigmento especifico
involucrado ha sido identificado como la melanina, lipofuscina 3,4, 5 o

hemosiderin.

SISTEMA RESPIRATORIO

- El raton tiene un I6bulo pulmonar en el lado izquierdo y cuatro I6bulos (superior,

medio, postcaval, e inferior) a la derecha.
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Trachea

Superior
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Left bronchus
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FIGURA 7: ESTRUCTURA PULMONAR

Fuente: http://www.upo.es/laboratoriodeneurociencias/Contenidos

LAS GLANDULAS ASOCIADAS CON EL 0JO

- La glandula de Harder es en forma de herradura y situada dentro de la

oOrbita. Produce una secrecién que lubrica los parpados.

- La glandula se encuentra extraorbitaria por via subcutanea inmediatamente

ventral y anterior a la oreja. Se produce una secrecion que lubrica todo el rededor.

- La glandula intraorbitaria se encuentra cerca del canto externo del ojo y produce

una secrecioén que lubrica el rededor.

VALORES NORMATIVOS
PARAMETROS BIOLOGICOS BASICOS

Los valores tipicos de diversos parametros biologicos, la quimica sanguinea, orina y
hematologia se presentan a continuacion. Una variacion significativa de los valores se
pueden producir entre los ratones individuales, las cepas y las existencias, los
laboratorios y los métodos de muestreo. Es imprescindible que los laboratorios

establezcan los valores normales para su instalacién especifica.
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TABLA N°1: PARAMETROS BIOLOGICOS DE LOS RATONES

PARAMETRO VALOR TiPICO
NUmero cromosomas (2n) 40
Promedio de vida 2-3 afos
Peso al nacer la2g
Edad destete 19 a 21 dias
Peso destete 10al2g
Edad pubertad 35 dias
Peso corporal de adultos 2024049
Edad reproductiva 42 dias
Duracién del ciclo sexual 4 a 5 dias
Reproductividad sexual 10 a 20 horas
Tamafio de la camada 6 a 12 crias
Periodo reproductivo 6ptimo 7 a 8 meses
Productividad crias al afio 50 a 100 crias
Temperatura corporal 36.5-38.0 ° C (97,5-100,4 ° F)
Temperatura rectal 375+/-05°C
Ritmo del metabolismo 180 a 505 kcal / kg / dia
Ingesta de alimentos 12 a 18 g/100 g peso corporal / dia
Ingesta de agua 15 mL/100 g peso corporal / dia
Frecuencia respiratoria 138 (94-163) respiraciones / min
Ritmo cardiaco 470 (325-780) latidos / min

Fuente: Consejo Canadiense de Proteccion de los Animales CCAC 2001

QUIMICA SANGUINEA

Los valores aproximados para los pardmetros de quimica clinica se muestran en la
Tabla 2 Los valores representan los rangos de los valores promedios reportados para
los ratones de entre 1 y 12 meses de edad. Representa los datos de los ratones de

cepas distintas, sexos y condiciones de laboratorio y la vivienda.
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TABLA N°2: VALORES REFERENCIALES DE QUIMICA SANGUINEA

PARAMETRO VALOR
Glucosa mmol/L 9.71-18.60
Urea mmol/L 12.14-20.59
Colesterol Total mmol/L 1.27-2.48
Proteina total g/L 42-60
Albumina g/L 21-34
Globulina g/L 18-82
Amino- transferasa Aspartato (AST, SGOT) U/L 55-251
Amino- transferasa Alanina (ALT, SGPT) U/L 28-184
Fosfatasa Alcalina U/L 28-94

Fuente: Consejo Canadiense de Proteccion de los Animales CCAC 2001

ANALISIS DE ORINA

La evaluacion de la orina del ratén se ve complicado por los volimenes pequefios que
suelen estar disponibles. Para los estudios que requieren multiples o analisis de orina
cuantitativo. El tratamiento de agua potable con cloro, &cido, o antibidticos oticos

pueden afectar la palatabilidad del agua, y puede reducir la ingesta de agua.

TABLA N°3: PARAMETROS NORMALES EN ORINA

PARAMETRO VALOR
Color Claro o ligeramente amarillo
Volumen especifico 0.5-2.5 mL/24 h
Gravedad especifica 1,030
pH 5.0
Glucosa 0.5-3.0 mg/24 h
Proteinas 0.6-2.6 mg/24 h

Fuente: Consejo Canadiense de Proteccién de los Animales CCAC 2001

HEMATOLOGIA
La hematologia es el estudio de la sangre y por lo general se refiere al estudio de sus

componentes celulares, como eritrocitos o glébulos rojos (GR), los leucocitos o
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glébulos blancos (leucocitos) y plaquetas. La sangre puede ser analizada con equipos
automatizados (recuento sanguineo completo automatizado) y por el examen
microscopico de frotis de sangre. El frotis de sangre se realiza mediante la colocacion
de un punto (mé&s pequefio que una gota) de sangre cerca de un extremo del
portaobjetos de vidrio, generalmente cerca de la etiqueta. Es importante que la
etiqueta quede hacia arriba para que el frotis y la etiqueta estén en el mismo lado,

evitando asi la posibilidad de que quede inadvertida.

TABLA N°4: PARAMETROS HEMATOLOGICOS

PARAMETRO VALOR
Glébulos rojos X 10™/L 7.9-10.1
Hemoglobina g/L 110-145
Hematocrito % 38.5-45.1
MCV fl 48.0-56.0
MCHC g/dL 25.9-35.1
Plaquetas sanguineas X 10°/L 600-1200
Glébulos blancos X 10°/L 5.0-13.7
Neutréfilos 10%/L 0.4-2.7
Linfocitos 10°%/L 7.1-95
Volumen sanguineo (mL/kg) 70-80

Fuente: Consejo Canadiense de Proteccién de los Animales CCAC 2001

1.8. ADQUISICION DE ANIMALES DE LABORATORIO

La importacion de animales de laboratorio deberd cumplir los requisitos zoo-sanitarios
del Servicio Nacional de Sanidad Animal (SENASA) del Peru. La eleccion del animal del
laboratorio debe cumplir las exigencias de la investigacion biomédica y reunir los

requisitos genéticos y microbiologicos.

1.9. CERTIFICADO DE SANIDAD

Documento que acredita la calidad sanitaria de los animales, producidos o adquiridos,
mediante estudios adecuados que certifiguen la ausencia de enfermedades que

puedan interferir con los resultados experimentales.
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Todos los animales adquiridos por compra o donacion y que serdn utilizados como
animal de laboratorio, deben ir acompafados de este documento que certifica las
condiciones de salud y calidad en que se produjeron, criaron y mantuvieron hasta
antes de su salida del lugar de origen.

1.10. BIOTERIO DE PRODUCCION

Estructura fisica y organizacional especialmente disefiada para la cria y mantenimiento
de animales de laboratorio. De ubicacion exclusiva, fuera del alcance de peligros
sanitarios. El objetivo principal de tener un bioterio es asegurar la procedencia de
animales sanos para que no interfieran en los trabajos cientificos de las diferentes areas

de investigacion, fabricacion de vacunas, antigenos y su control.

Los determinantes de un bioterio para un buen desempefio son:

> Aspecto de infraestructura.

> Animales definidos.

> Personal capacitado.

Fuente: Bioterio Central - CHNPB del INS. 2007

Distribucién de ratones en sala de produccion

1.11. BIOTERIO DE EXPERIMENTACION

Destinado solamente para alojar animales durante el tiempo que dure un estudio o una
investigacion. Se debe tener en cuenta que existan instalaciones con barreras sanitarias

establecidas para la proteccion de las personas asi como de los animales, con el
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equipamiento necesario y los procedimientos normativos operacionales correspondientes

para dichos fines.
1.12. DISENO DE UN BIOTERIO

Un elemento importante para el cuidado y uso de animales, son las instalaciones
disefiadas y construidas apropiadamente que faciliten una operacion segura, eficiente

y econdmica. Para el disefio de un bioterio se tendra presente:

- Actividades por realizarse.

- Relacién de estas actividades con el espacio y con las necesidades ambientales.

Los bioterios deben estar construidos con paredes y pisos recubiertos por material de
facil lavado, resistente a la aplicacion de desinfectantes; techos lisos, uniformes, faciles
de limpiar y con bordes sanitarios; cierres herméticos en las puertas y con factores
controlados, entre ellos, los ambientales (temperatura, humedad, ventilacion,

presurizacion) y fisico-quimicos (iluminacion, ruido, sanitizantes, etc.).

Las instalaciones deberan contar con condiciones fisicas y de disefio, que aseguren la
eficacia de su funcionamiento ya que los animales de laboratorio requieren satisfacer
los fines de la investigacion, y es por ello que deberan estar ubicados en éareas
apropiadamente adecuadas, para alojarlos y cuidarlos. Existe dos tipos de distribucion
interna de las areas, segun la American Association for Laboratory Animal Science
(AALAS) vy la diferencia entre ellas radica en la disposicion del acceso y salida de las
salas. Bioterio convencional o de corredor Unico: el trdnsito es mediante una Unica
puerta, la cual comunica hacia un corredor comun de acceso y salida. Bioterio con dos
corredores de acceso: en donde se separan el acceso Yy retorno de la sala, los cuales se
efectan por corredores independientes, disefiado para albergar animales de mayor
calidad. Se separan dos areas basicas, una destinada a la preparacion del material y el

otro es el corredor de retorno destinada a la limpieza de materiales.

ADMINISTRACION

La estructura administrativa es una parte fundamental del Bioterio ya que de esta
instancia depende la regulacion, control y normalizacion de la legislacién interna que

lleva las directrices del funcionamiento. El personal involucrado en el mantenimiento y
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manejo de los animales deberd ser personal entrenado y calificado, para poder conocer

las necesidades especificas de la especie con la que se va a trabajar. (79)

Para una administracion efectiva es necesaria la creacién de un Comité Interno para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio. (CICUAL)

Cuando una institucién se encuentre en la categoria b (uso en investigacion cientifica,
desarrollo tecnoldgico e innovacion, pruebas de laboratorio y ensefianza) o bien en la
clasificacion ¢ (mixtos), debe conformar un Comité Interno para el Cuidado y Uso de los

Animales de Laboratorio de caracter institucional.

La responsabilidad de la creaciéon del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio recae sobre el director o titular respectivo de la institucion

involucrada. (99)

Los miembros del Comité deben incluir:

- Un Médico Veterinario titulado con experiencia comprobable en la medicina vy
ciencia de los animales de laboratorio.

- Un investigador de alta jerarquia de la propia institucion con experiencia
comprobable en el manejo de animales de laboratorio.

- Otras personas de acuerdo con las necesidades propias de la institucion.

La funcion principal del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio es la de asegurar la existencia de un mecanismo institucional encargado de
revisar que el cuidado y uso de los animales de laboratorio con propésitos de

investigacion, pruebas y/o ensefianza, sea de manera apropiada y humanitaria. (99)
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FUNCIONAMIENTO DEL CICUAL

INVESTIGADOR COMITE BIOTERIO
( \ é B
|| Establece. Reglamento Hacer cumplir la
Elaborar de funcionamiento — Norma
protocolo L ) L )
\ S e ~
f ) —  Evalua protocolo Informa al
Comité
Presenta
- protocolo al \. J
Comité
\ J | Notificar al
investigador
Notificar
— aprobacion al
bioterio

FUENTE: Ciencia y Tecnologia en experimentacién animal México 2001

Seran atribuciones del Comité las siguientes:

- Debe reunirse regularmente y realizar un informe anual acerca del estado que
guarda el cuidado y uso de los animales de laboratorio en su institucién mismo que
entregara tanto a las autoridades de la Secretaria como a las propias de la
institucion.

- Verificar las normas y guias establecidas para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio segun sus propias necesidades institucionales.

- Evaluar y aprobar los protocolos de investigacion cientifica, desarrollo tecnolégico e
innovacion, pruebas y ensefianza, que impliquen el uso de animales.

- Tener autoridad para detener procedimientos relacionados con el uso de los
animales, si no cumple con el procedimiento aprobado por el Comité y someter a

eutanasia a aquellos animales en los que el dolor/sufrimiento no puede ser aliviado.
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1.13. BARRERAS SANITARIAS

Sistema que combina instalaciones fisicas, equipamiento y procedimientos
operacionales, que separan una zona limpia de una zona sucia o de un lugar menos
limpio de otra mas limpia, minimizando la probabilidad de que organismos patégenos se

pongan en contacto con la poblacion animal del bioterio.

Ejemplo de barreras sanitarias:
- Instalaciones fisicas: esclusas, vestidores, con presion diferencial de aire,

renovacién de aire/hora, filtracion y tratamiento de agua.

- Equipamiento: implementos de proteccion personal, como vestimenta, mascarilla,
gorro y guantes. Uso de pediluvios con desinfectante de una sala a otra sala,

barreras antiroedores y antiinsectos.

- Procedimientos operacionales; de ingreso de personal, de materiales, de limpieza y

desinfeccion de ambientes y de materiales.

1.14. PERSONAL

El personal que trabaja en un bioterio de produccion o de experimentacion debe ser lo
suficientemente capacitado, de acuerdo con las caracteristicas de las instalaciones,
namero de animales mantenidos y la naturaleza de la investigaciébn que se va a
realizar. Es responsable de la atencién y mantenimiento correcto de los animales

asignados.

1.14.1. NORMAS DE SEGURIDAD Y PROTECCION DEL PERSONAL

El personal debe adoptar normas y formas de proteccion, para brindar buenas
condiciones de mantenimiento y salud a los ratones. Para ello debera contar con

procedimientos e instrucciones normalizados como:

- Procedimiento de higiene de personal.

- Uso de la vestimenta completa.

- Procedimiento de ingreso al bioterio de produccién o bioterio de experimentacion.

- Procedimientos de limpieza de ambientes, con programas de limpieza y rotacion de

desinfectantes, efectivo.
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- Procedimientos de limpieza y desinfeccién de materiales.
- Procedimiento de eliminacion de desechos.
- Programa de control de plagas.

- Programa de capacitacion al personal.

Entre las normas de higiene y de seguridad mas importantes tenemos:

- Uso de una vestimenta completa y de uso exclusivo en el bioterio.
- Todo animal encontrado en la sala, libre, debe ser eliminado y no devuelto a la

colonia.

- Se debe trabajar con el menor ruido posible y en forma de reducir el estrés

ocasionado a los animales.
- Uso de gafas de seguridad cuando el procedimiento de investigacion lo requiera.

- Tener conocimiento de la localizacién del botiquin de primeros auxilios y rutas de

evacuacion ante una emergencia

- Utilizar guantes quirargicos para el manejo de los animales. > No llevar nada a
la boca mientras se esté en el bioterio. > Mantener el area limpia.

- Uso de equipos en buenas condiciones.

- Eliminacién de desechos en la forma correcta. Uso de bolsas rojas para material
biol6gico contaminado y bolsas de color negro para material sucio o desechos no

contaminados.

- Rotular correctamente las jaulas, especialmente en las salas de reproductores

monogamicos.

- Restringir el acceso a personal extrafio, permitir sélo el acceso a personas

autorizadas.

- Informar inmediatamente al jefe o coordinador, cualquier accidente.
- Sitiene problemas respiratorios (asma), neuroldgicos o alergias inférmelo por

escrito a su jefe inmediato.

- No debe permitirse al personal comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en las

salas de animales.

El uso de los elementos de proteccidon del personal (mascarilla, guantes, gorros, etc.),

los procedimientos normalizados de limpieza y desinfeccion de materiales e
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instalaciones conjuntamente con los flujos adecuados de materiales y personas es
una barrera sanitaria que se recomienda entre las normas de higiene y de seguridad

mas importantes tenemos:

- Uso de una vestimenta completa y de uso exclusivo en el bioterio.

- Todo animal encontrado en la sala, libre, debe ser eliminado y no devuelto a la
colonia.

- Se debe trabajar con el menor ruido posible y en forma de reducir el estrés
ocasionado a los animales.

- Uso de gafas de seguridad cuando el procedimiento de investigacion lo requiera.

- Tener conocimiento de la localizacion del botiquin de primeros auxilios y rutas de
evacuacion ante una emergencia

- Utilizar guantes quirargicos para el manejo de los animales.

- No llevar nada a la boca mientras se esté en el bioterio.

- Mantener el area limpia.

- Uso de equipos en buenas condiciones.

- Eliminacion de desechos en la forma correcta. Uso de bolsas rojas para material
biolégico contaminado y bolsas de color negro para material sucio o desechos no
contaminados.

- Rotular correctamente las jaulas, especialmente en las salas de reproductores
monogamicos.

- Restringir el acceso a personal extrafio, permitir so6lo el acceso a personas
autorizadas.

- Informar inmediatamente al jefe o coordinador, cualquier accidente.

- Si tiene problemas respiratorios (asma), neurolégicos o alergias informelo por
escrito a su jefe inmediato.

- No debe permitirse al personal comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en las
salas de animales.

El uso de los elementos de proteccion del personal (mascarilla, guantes, gorros, etc.),
los procedimientos normalizados de limpieza y desinfeccion de materiales e

instalaciones conjuntamente con los flujos adecuados

1.14.2. CAPACITACION DEL PERSONAL

El personal debe estar capacitado en:
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- ldentificar las principales enfermedades zoondticas que afectan a los animales
de laboratorio.

- Manejo de animales de laboratorio, segun las buenas précticas de crianza.

- Peligros microbioldgicos y fisicos (incluyendo aquellos relacionados con la
radiacién y las alergias).

- Limpieza y sanitizacion de ambientes y materiales.

- Higiene personal.

- Salud y seguridad ocupacional.

- Manejo de materiales de desecho.

- Seguridad quimica e industrial.

- Manejo de equipos utilizados en la produccion: autoclaves, hornos, caldero,
ablandador de agua, cabinas de seguridad bioldgica y otros.

- Deberan implementarse programas de capacitacién continua.
1.14.4. HIGIENE PERSONAL

El personal debe mantenerse limpio, utilizando ropa apropiada dentro de los
ambientes del bioterio de produccién o de experimentacion, debera lavarse las manos
y cambiarse de ropa con la frecuencia necesaria para mantener la higiene personal.

Esta ropa no debe utilizarse fuera de las instalaciones.

En los bioterios el personal no debe beber, fumar o aplicarse cosméticos.

1.15 ETICA DE LA EXPERIMENTACION ANIMAL

El tema ético compete a todos los individuos pero, con mayor razén, a los
involucrados en la investigacion bioldgica, desde el auxiliar a cargo de los animales
hasta el directivo de la institucion productora o usuaria. La primera condicion de la
persona que trabaja con animales de experimentacién es primario el respeto por la
vida, el dolor o el sufrimiento a que éstos pueden ser sometidos en los trabajos de

experimentacion bajo su responsabilidad.

Siempre que se usen animales en investigacion, se debe considerar que un objetivo
tan importante como el de obtener resultados experimentales, sera el de minimizar
cualquier dolor o angustia que dichos animales puedan sufrir. El refinamiento de los
procedimientos para conseguir que estos no causen sufrimiento debe ser parte
integrante de toda investigacion cientifica. Esto es importante tanto desde el punto

de vista de la preocupacion humanitaria como para cumplir con los requisitos de la
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legislacion sobre animales de investigacion. Los investigadores que trabajen y
experimenten con animales estdn moralmente obligados a manifestarles tres tipos

de actitudes: respeto, afecto y gratitud.

- Respeto: por tratarse de seres vivos y sensibles, que estan experimentando
sufrimiento y podrian terminar perdiendo la vida, tratarseles con todas las
consideraciones que el caso merece.

- Afecto: considerandolos participes con nosotros, del misterio de la vida.

- Gratitud: reconocimiento por la importante ayuda al constituirse nuestros mas

intimos colaboradores.

Asi mismo, se puede decir que la investigacion biomédica en animales es éticamente
aceptable, si se sigue el principio de las tres R de la experimentacién humanizada
para con los animales, propuesta por William Russell (zo6logo y psic6logo) y Rex

Burch (microbiélogo) en 1959: Reducir, Reemplazar y Refinar.

- Reducir, al maximo el namero de ellos y, por ende, el total de animales
utilizados en investigacion.

- Reemplazar, siempre que sea posible el animal de experimentacién por otro
modelo experimental, cuando no resulte imprescindible el uso de animales.

- Refinar, los métodos y técnicas utilizados de modo que produzcan al animal el

menor sufrimiento posible.

Muchos laboratorios experimentales han adoptado estos principios éticos.

Igualmente, se cuenta con abundante bibliografia sobre el tema.

CAPITULO 2

EL RATON SU MACROAMBIENTE Y MICROAMBIENTE

El investigador podra decidir, de acuerdo con sus necesidades, dénde ubicar a los
animales empleados, teniendo en cuenta que el lugar brinde las condiciones
ambientales y de manejo 6ptimos que aseguren la salud y la comodidad de
especimenes, de modo que sus patrones metabdlicos y de comportamiento se

mantengan normales y estables, dando respuestas confiables.



-23 -

2.1. MACROAMBIENTE

TEMPERATURA Y HUMEDAD

El mantenimiento de la temperatura corporal dentro de los limites de la variacién normal
es esencial para el bienestar de los ratones. Generalmente la exposicibn de los
animales no adaptados a temperaturas superiores a los 29.4°C o por debajo de 4.4° C,
sin que tengan acceso a proteccion en un refugio u otro mecanismo, pueden producir
efectos clinicos que pueden poner en peligro la vida. Los animales se pueden adaptar a
condiciones extremas mediante mecanismos morfoldgicos, fisioldgicos y de conducta,
pero tales adaptaciones llevan tiempo y pueden alterar los resultados experimentales o

afectar los rendimientos.

Algunas situaciones pueden requerir temperaturas ambientales mas altas, tales como la
recuperacion post-operatoria, el hospedaje de roedores sin pelo y de neonatos que han
sido separados de sus madres. La magnitud del incremento de temperatura depende de
las circunstancias del alojamiento, algunas veces es suficiente elevar la temperatura en

el encierro primario en vez de elevarla en el encierro secundario.

Debido a la carencia de estudios bien controlados, las temperaturas de bulbo seco
recomendadas para varias especies animales estan basadas en el criterio profesional y
la experiencia. En el caso de animales en espacios confinados, se debe mantener al
minimo el rango de flujo diario de la temperatura, para evitar grandes demandas
repetidas de los procesos metabdlicos y de conducta, necesarias para compensar los
cambios térmicos en el medio ambiente. La humedad relativa también se debe
controlar, pero no tan estrechamente como la temperatura; el rango aceptable de

humedad relativa es de 30 a 70%.

VENTILACION

Los propésitos de la ventilaciéon son: suministrar oxigeno adecuadamente, eliminar la
carga térmica producto de la respiracion animal, la iluminacion y los aparatos; diluir los
gases y particulas contaminantes, ajustar el contenido de humedad del aire del cuarto,
y en donde sea apropiado crear diferencia de presidbn de aire entre espacios
adyacentes. Sin embargo, el establecer un indice de ventilaciéon en el cuarto no asegura
la adecuacion de la ventilacion en el encierro primario del animal y por lo tanto no

garantiza la calidad del microambiente.
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El grado de movimiento del aire o corriente de aire (chiflén) causa incomodidad y
consecuencias bioldgicas, que en la mayoria de las especies, aun no han sido
establecidas. El tipo y la localizacion de los difusores del suministro de aire, las
ventanillas de salida del mismo y su interrelacion con el numero, localizacion,
disposicion y tipo de encierro primario en el cuarto u otro encierro secundario, afecta la
eficiencia de la ventilacion del encierro primario y por lo tanto deben tomarse en

consideracion.

Durante muchos afos se ha usado la recomendacién de 10 a 15 cambios por hora del
volumen total de aire del encierro secundario y ain se considera un estandar general

aceptable.

La ventilacion de los cuartos con aire reciclado ahorra cantidades considerables de
energia pero conlleva algin riesgo. Muchos patdgenos de los animales estan
contenidos en el aire o viajan en fémites, tales como el polvo, por lo tanto reciclar el aire
de salida en los sistemas de Calefaccion, Ventilacion y Aire Acondicionado (HVAC por
sus siglas en inglés) que dan servicio a muchos cuartos, presenta el riesgo de
contaminacién cruzada. Antes de reciclar el aire de salida, debe someterse a filtros de
particulas de alta eficacia (HEPA por sus siglas en inglés), para eliminar las particulas
contenidas en el aire; el grado y la eficacia de la filtracion deben ser proporcionales al
riesgo estimado. Los filtros HEPA estan disponibles con varias eficacias de filtracion,

gque pueden seleccionarse de acuerdo a la magnitud del riesgo.

En caso de que existan gases toxicos o los que causan olores como el amoniaco puede
ser eficaz el tratamiento del aire reciclado para eliminar estas sustancias mediante la
absorcién quimica o la extraccion; sin embargo, es preferible el uso de aire no reciclado
para ventilar las areas de ocupacion y de utilizacion animal. Se puede usar aire
reciclado y filtrado con filtros HEPA, sin filtracién de los gases (ej. con filtros de carbdén

activado) pero sus aplicaciones son limitadas y solamente en caso de:

- El aire del cuarto se mezcla con por lo menos 50% de aire nuevo (esto significa que
el suministro total de aire no exceda el 50% con aire reciclado)

- Las practicas de atencion a los animales tales como el cambio de material de lecho,
la frecuencia del lavado de jaula y la preparacién del aire reciclado sean suficientes

para disminuir al minimo los gases toxicos y los olores
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- El aire reciclado sea acondicionado apropiadamente y mezclado con suficiente aire
nuevo para cumplir con los requerimientos de temperatura y humedad de los

animales en ese espacio.

El tratamiento del aire reciclado tanto para eliminar particulas asi como contaminantes
gaseosos es caro y puede resultar ineficiente si no se le da un mantenimiento suficiente
y apropiado a los sistemas de filtracion. Estos sistemas deben ser mantenidos
debidamente y verificados para mantener al maximo su efectividad. Para que la
operacion de cualquier sistema de Calefaccion, Ventilacion y Aire Acondicionado
(HVAC) sea exitosa se requiere mantenimiento y evaluacién regulares, incluyendo la
evaluacion de su funcionamiento a nivel del encierro secundario; estas evaluaciones
deben incluir el volumen de entrada y salida de aire y cuando sea aplicable los

diferenciales de presion estatica.

ILUMINACION

La luz puede afectar la morfologia, fisiologia y conducta de los animales. Los
fotoestresores potenciales son: fotoperiodo, fotointensidad y calidad espectral de la luz
inapropiados, al establecer los niveles de iluminaciéon apropiados para los cuartos de
ocupacién animal, se deben considerar numerosos factores que puedan afectar las
necesidades que tienen los animales; entre estos se incluyen la intensidad de la luz; la
duracién de la exposicién, la longitud de onda, la exposicidon previa, la pigmentacion del
animal, las horas de exposicion en relacion al ciclo circadiano, la temperatura corporal,

el status hormonal, la edad, especie, sexo, variedad o linaje del animal.

En general, la luz debe difundirse a través de las areas de alojamiento animal y brindar
suficiente iluminacién para el bienestar de los animales y para permitir las buenas
practicas de su atencion, inspeccién adecuada, incluyendo las jaulas colocadas en el
entrepafio mas inferior del estante; y de las condiciones de trabajo seguras para el
personal. La luz en los cuartos de los animales debe ser suficiente para una vision

adecuada y para la regulacion neuroendécrina de los ciclos circadianos y diurnos.

Los ratones son nocturnos. Debido a que la rata albina es mas susceptible a la
retinopatia fototoxica que otras especies se le ha utilizado como referencia para
establecer los niveles de iluminacion de los cuartos. Parece ser que niveles de luz de
aproximadamente 325 luxes (30 bujias pie) a 1 m. aproximadamente (3.3 pies) del piso

son suficientes para el cuidado de los animales, sin causar signos clinicos de
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retinopatia fototoxica en ratas albinas y se ha encontrado que niveles superiores a 400
luxes (37 bujias pie) medidas en un cuarto vacio a 1 metro del piso son satisfactorios
para los roedores siempre y cuando se sigan practicas de manejo que eviten dafio
retinal en animales albinos. Sin embargo, la experiencia previa del individuo puede
afectar su sensibilidad a la fototoxicidad; se ha reportado que de acuerdo a evidencias
histologicas, morfométricas y electrofisiologicas, la luz de 130-270 luxes por encima de
la intensidad en que ha sido criado es cercana al umbral de dafio retinal en algunas

ratas albinas.

Algunas guias recomiendan una intensidad de luz tan baja como 40 luxes medidos a
nivel de una caja intermedia del estante. Los ratones jovenes albinos y pigmentados,
prefieren iluminaciones mucho mas bajas que los adultos, adn cuando la mayoria de las
veces el potencial dafio retinal asociado con el alojamiento de estos roedores en niveles

de luz mas altos es reversible.

Por lo tanto, la intensidad de luz a nivel de la jaula, para animales que han mostrado ser

susceptibles a la retinopatia fototoxica, debe ser entre 130 y 325 luxes.

RUIDO

El ruido que producen los animales y las actividades de cuidado son inherentes a la
operacion de un bioterio. Por lo tanto, el control del ruido se debe considerar en el
disefio y operacion de las instalaciones. La evaluacion de los efectos potenciales del
ruido sobre los animales justifica la consideracion de la intensidad, frecuencia, rapidez
de inicio, duracién y vibracion potencial del sonido y el rango de audicion, historia de la

exposicion al ruido y susceptibilidad a su efecto de la especie, tipo o0 subtipo.

La separacién de las areas de ocupacion humana y animal reduce al minimo las
molestias a ambos ocupantes de las instalaciones. La exposicién a sonidos mas altos
de 85 dB puede tener tanto efectos auditivos como no auditivos, que incluyen
eosinopenia y aumento del peso de las adrenales y disminucién de la fertilidad en
roedores. Los ratones pueden oir frecuencias de sonidos que son inaudibles para los
seres humanos, por eso se deben considerar cuidadosamente los efectos potenciales
de equipo y materiales que producen ruido en el rango de audicion de los animales

cercanos.
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Las actividades que puedan ser ruidosas deben realizarse, en la medida de lo posible,
en cuartos o areas separadas de las de alojamiento y uso de los animales. No se deben
usar radares, alarmas y otros generadores de sonidos en los cuartos de los animales, a
menos que sean parte de un protocolo aprobado o de un programa de enriquecimiento

del medio ambiente.

TABLA N° 7 FACTORES MACROAMBIENTALES RECOMENDADOS PARA RATON
Mus musculus

PARAMETRO RANGO RECOMENDADO
Humedad Relativa 30 a 70%
Temperatura de bulbo Seco °C 18-26
Cambios/h del Volumen Total 10a 15

130 a 270 joven
130 a 325 adulto

Intensidad de ruido (dB) 50a70

Intensidad de luz(lux)

Fuente: Manual sobre el cuidado y uso de los animales de experimentacién (CCAC)

2.2. MICROAMBIENTE

RECOMENDACIONES DE ESPACIO

La necesidad de espacio para los animales es un asunto complejo y considerar
Unicamente su peso o0 superficie corporal es insuficiente. Por esta razoén, las
recomendaciones de espacio que se presentan aqui estan basadas en el juicio
profesional y la experiencia. Estos espacios deben considerarse como
recomendaciones de los tamafos apropiados de jaula para los animales alojados bajo
las condiciones encontradas cominmente en las instalaciones para hospedar animales

de laboratorio.

La asignacion de espacios se debe revisar y en caso necesario modificar para resolver
las situaciones individuales de alojamiento y satisfacer las necesidades de los animales.
Para valorar la adecuacion del hospedaje se pueden usar indices del rendimiento

animal, tales como: salud, reproduccién, crecimiento, conducta, actividad y utilizacion
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del espacio. El requerimiento minimo es que el animal disponga de espacio suficiente

para voltearse y para expresar los acomodos posturales normales.

La necesidad de espacio que ofrezcan los encierros primarios, deben ser aprobados a
nivel institucional por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio. La evaluacion de las necesidades de espacio de los animales debe ser un

proceso continuo.

TABLA N°8 ESPACIO RECOMENDADO PARA RATONES

. Area de Altura?
Animales Peso Corporal () Piso/Animal (cm?) cm
<10 38.71 12.7
Hasta 25 77.42 12.7
>25P° 96.77 12.7

Fuente: Manual sobre el cuidado y uso de los animales de experimentacion (CCAC)

a. De piso atecho de la jaula.
b. Los animales mas grandes pueden requerir mas espacio para satisfacer los estandares de
rendimiento.

JAULAS

El encierro primario en una jaula, constituye los limites del ambiente inmediato del

animal. Los encierros primarios aceptables permiten:

- Satisfacer las necesidades fisiol6gicas y de conducta de los animales incluyendo la
miccion y la defecacién, el mantenimiento de la temperatura corporal, los
movimientos normales y postura, y cuando esté indicado la reproduccion.

- Las interacciones sociales entre individuos de la misma especie y el establecimiento
de jerarquia dentro del encierro o entre encierros.

- Que los animales permanezcan limpios y secos.

- Una ventilacion adecuada.

- El acceso de los animales al agua y alimento, y también brindar facilidades para el
lleno, relleno, cambio, servicio y limpieza de los utensilios con los cuales se

proporcione el agua y el alimento.


http://www.nal.usda.gov/awic/pubs/noawicpubs/careuse.htm#tabla2.1a�
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- Tener un medio ambiente seguro, que impida el escape de los animales o el
entrampamiento de sus apéndices entre superficies opuestas 0 en aberturas
estructurales.

- La ausencia de bordes cortantes o proyecciones que puedan causar lesiones a los
animales.

- Permitir la observacion de los animales con la minima molestia para ellos.

Los encierros primarios deben construirse con materiales que equilibren las
necesidades del animal con la facilidad para llevar a cabo la sanidad. Deben tener
superficies lisas, impermeables, con el minimo de rebordes o sobresalientes, angulos,
esquinas y superficies que se traslapen, de tal manera que la acumulacién de suciedad,
desechos y humedad se reduzcan y sea posible una limpieza y desinfeccion
satisfactoria. Deben estar construidos con materiales durables que resistan la corrosion

y que soporten la manipulacion ruda sin desportillarse, cuartearse u oxidarse.

Todos los encierros primarios deben mantenerse en buenas condiciones de uso para
evitar los escapes o las lesiones en los animales, promover la comodidad fisica y
facilitar la sanidad y el servicio. El equipo oxidado o enmohecido que amenace la

sanidad o seguridad de los animales debe ser reparado o reemplazado.

Algunos sistemas de alojamiento tienen equipos de ventilacion y jaulas especiales,
incluyendo filtros encima de las jaulas, jaulas ventiladas, aisladores y cubiculos. Por lo
general, el propdsito de estos sistemas es minimizar la diseminaciéon de los agentes
causales de enfermedades, transmitidos por el aire entre jaulas o grupos de jaulas.
Estos a menudo requieren practicas de manejo diferentes, tales como, alteracién de la
frecuencia del cambio de lecho, el uso de técnicas asépticas de manipulacion y
regimenes de limpieza, desinfecciobn o esterilizacion especializada, para evitar la
transmision microbiana por otras rutas diferentes a la aérea. Se recomiendan las jaulas

de piso sélido con lecho para los roedores.

LECHO

El material de cama de los animales es un factor controlable del medio ambiente, que
puede influir en su bienestar y en los resultados experimentales. Ningun lecho es ideal
para ninguna especie en particular bajo todas las condiciones de manejo y
experimentales y ninguna es ideal para todas la especies. Varios autores han descrito
las caracteristicas deseables del lecho y los medios para evaluarlo. Se han utilizado
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camas de maderas blandas, aunque el uso de madera blanda picada o de sus virutas,
sin tratamiento, est4 contraindicado en algunos protocolos, debido a que puede afectar
el metabolismo animal. No se recomiendan las virutas de cedro porque emiten
hidrocarburos aromaticos inductores de las enzimas microsomales hepaticas y
citotoxicidad y se ha reportado que aumentan la incidencia de cancer. Para reducir la
concentracion de hidrocarburos aromaticos y poder prevenir este problema se ha usado
el tratamiento con calor, aplicado a este material previo a su utilizacion. Al comprar los
materiales de lecho se deben examinar los métodos de manufactura, control de calidad

y almacenamiento seguido por los fabricantes.

El lecho no se debe colocar sobre el piso durante el transporte y almacenamiento sino
en tarimas, estantes o carros, de tal manera que se preserve su calidad y se reduzca al
minimo la contaminacion. Durante la esterilizacion en autoclave la cama puede
absorber humedad, resultando en una menor capacidad de absorcion y favoreciendo el
crecimiento de microorganismos; por lo tanto, se deben dar los tiempos de secado y las
condiciones de almacenaje apropiadas. Entre las caracteristicas principales de un lecho

se considera:

- Absorbe la humedad

- Exenta de polvo

- No permite el crecimiento bacteriano

- No comestible

- No mancha

- No ocasiona traumatismos

- Fija el amoniaco

- Se puede esterilizar

- No forma productos indeseables después de la esterilizacion

- Féacil de almacenar. No es desecante para los animales

- No contaminada. No téxica. Quimicamente estable a lo largo del uso
- No nutritiva

- Desagradable al gusto, dificil de masticar o de guardar en la boca
- No maloliente

- Apropiada para la nidacién

- Apropiada a la incineracion

- Facil de obtener. Relativamente barata

- Resistente al fuego
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- Uniformidad entre los lotes
- Optimiza el comportamiento normal
- No es perjudicial para los lavajaulas

- No presenta peligro o riesgos para el personal

AGUA

Diariamente, los animales deben tener acceso a agua potable no contaminada y de
acuerdo a sus necesidades particulares. La calidad y definicion de agua potable puede
variar segun la localidad. Puede ser necesaria la determinacion periédica del pH,
dureza y contaminacién quimica y microbioldgica para asegurar que la calidad del agua
es aceptable, especialmente si los componentes normales del agua de una localidad

dada pueden influir en los resultados del estudio en que se use esa agua.

Cuando los protocolos experimentales requieren agua altamente pura, se le puede
tratar o purificar para eliminar o reducir al minimo la contaminacién. Se debe considerar
cuidadosamente la seleccion del tratamiento del agua porque muchas de ellas tienen el
potencial de causar alteraciones fisiologicas, cambiar la microflora o alterar los

resultados experimentales.

Los utensilios para dar de beber, tales como las pipetas de los bebederos y las valvulas
automaticas, se deben revisar diariamente para verificar un adecuado mantenimiento,
limpieza y operacion. En ocasiones, los animales tienen que ser entrenados a utilizar
los componentes de los sistemas de provisién automatica. Es mejor cambiar bebederos
que rellenarlos, debido a la potencial contaminacién microbiolégica cruzada; pero en
caso de rellenar bebederos se debe tener cuidado de regresarlos a la misma jaula de

donde fueron tomados.

TABLA N° 9 PARAMETROS BACTERIOLOGICOS PARA AGUA POTABLE

MICROORGANISMO LIMITE PERMISIBLE
Bacterias Aerobias mesofilas Maximo 30 UFC / mL de muestra
Coliformes totales 2 NMP en 100mL de muestra
Escherichia Coli 0 NMP en 100mL de muestra

Fuente: Guias OMS 2005
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TABLA N° 10 PARAMETROS FiSICOS PARA AGUA POTABLE

PARAMETROS CONCENTRACIONES MAXIMAS CARACTERISTICAS

FiSICOS PERMITIDAS
Color 15 ucv? Apariencia
Sabor y Olor - Deben ser aceptables
Temperatura - Debe ser aceptable
Turbiedad 5 UNT® Apariencia; para que la

desinfeccion final sea
eficaz, mediana de la
turbiedad < 1TUNT,
muestra Unica < 5 UNT
COMPONENTES INORGANICOS
pH bajo: corrosion
pH alto: sabor, sensacién
jabonosa preferiblemente
< 8.0 para que la
desinfeccion con cloro sea
eficaz

pH 6.5-9.5

Fuente: Guias OMS 2005
a Unidad de color verdadero.
b Unidad nefelometria de turbiedad.

ALIMENTO

Los animales deben ser alimentados con dietas apetitosas, no-contaminadas y
nutricionalmente adecuados, diariamente o de acuerdo a sus requerimientos
particulares, a menos que el protocolo en el que estan siendo empleados lo demande
de otra manera. Los subcomités de nutricién del National Research Council Committee
han preparado documentos completos acerca de los requerimientos nutricionales de los

animales de laboratorio.

Los gerentes de las colonias de animales deben emplear su buen juicio al comprar,
transportar, almacenar y manipular los alimentos para reducir al minimo la introduccion

de enfermedades, parasitos y vectores potenciales de enfermedades y contaminantes
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quimicos a las colonias animales. Se aconseja a los encargados de compras examinar
a los fabricantes, sus practicas y procedimientos de provision para proteger y asegurar
la calidad del alimento (Ej. almacenaje, control de plagas y procedimiento de
manipulacion). Las instituciones deben exigir a los fabricantes de alimentos que
presenten periddicamente los resultados de los andlisis del contenido de nutrientes
criticos de las dietas. El usuario debe conocer la fecha de fabricacion y otros factores

que afecten la vida media de almacenamiento del alimento.

Las areas en las cuales se almacenan o procesan los ingredientes de las dietas deben
mantenerse limpias y cerradas para evitar la entrada de plagas. El alimento no debe
almacenarse en el piso sino en tarimas, estantes o carros. Los sacos abiertos, en tanto
no se usen, deben guardarse en envases a prueba de plagas para reducir al minimo la
contaminacion y para evitar la diseminacibn de enfermedades potenciales. La
exposicion a temperaturas superiores a los 21° C (70° F), humedades relativas
extremas, condiciones malsanas, luz, oxigeno, insectos y otras plagas, acelera el

deterioro del alimento.

TABLA N° 11 PARAMETROS NUTRICIONALES®

CONSUMO EXCRECION PROTEINAS

ALIMENTACION/

ESPECIE DIARIO DIARIA DE DIA DIGESTIBLES®
DE AGUA ORINA %
RATON 3-7mL 1-3 Ml 3-69 12

Fuente: Consejo Nacional de Investigacion NRC Canada 1995

a. Los valores promedios y rangos tomados de la literatura corresponden a valores medios para animales
adultos jovenes.

b. Refiere a proteinas ideales o digestibles requeridas; los niveles de proteinas brutas (PB) pueden ser
considerablemente mas altos.

La mayoria de las dietas secas para animales hechas a base de ingredientes naturales
y que contienen conservadores se pueden usar hasta seis meses después de su

fabricacion, siempre y cuando las condiciones de almacenaje hayan sido apropiadas.
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Sin embargo, la vitamina C en los alimentos industrializados por lo general solo tienen
una vida de almacenamiento de tres meses, el uso de formas estabilizadas de vitamina
C puede extenderla. En caso de que se tenga que alimentar a los animales con una
dieta que contiene vitamina C caduca, serd necesario suplementar adecuadamente con
esa vitamina. Con frecuencia las dietas purificadas y las quimicamente definidas son
menos estables que las dietas a base de ingredientes naturales y su vida de
almacenamiento generalmente son menores a seis meses; estas dietas deben

almacenarse a temperatura de 4° C 0 mas baja.

TABLA N° 12 RACIONES DE NUTRIENTES RECOMENDADAS

PARAMETRO REQUERIMIENTO
Proteina Cruda % 17-24
Grasa cruda % 4-11
Fibra Cruda % 3-6
Ceniza % 5-7

Fuente: Consejo Nacional de Investigacion NRC Canada 1995

CAPITULO 3

MANEJO Y CUIDADO DE RATONES

El mantenimiento de los animales en buen estado de salud, depende en mayor parte de
que el personal adopte ciertas normas y formas de trabajo para mantener las barreras
sanitarias con continuidad en el tiempo. Un buen programa de cuidado y manejo ofrece
el ambiente y alimentacion que permite a los animales crecer, reproducirse y mantener

una buena salud.

Para elaborar estos programas se debe considerar los siguientes factores:

- Las especies y cepas.
- La habilidad del animal para integrar grupos.
- Disponibilidad de la instalacion y equipamiento.

- Periodo de permanencia de los animales.

Este capitulo incluye desde el ingreso del raton al bioterio hasta su muerte.

Caracteristicas de manejo:
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- Bueno, cuando los ratones se acercan a la persona
- Regular, cuando manifiestan timidez

- Malo, cuando el ratdn se asusta y trata de esconderse

3.1. CUARENTENA

El raton tiene que pasar por un tiempo de adaptacién (cuarentena), des-de su
adquisicion hasta su uso, con el objetivo de tener ratones menos estresados y mas
sanos, que proporcionen un mejor resultado experimental. Este periodo no es menor
de 15 dias. Todos los dias se observaran a los ratones, para detectar cambios de

comportamiento, enfermedades, heridas o muerte.

3.2. ALIMENTACION Y MANEJO DEL ALIMENTO

Los animales deben recibir alimento en cantidad y calidad suficiente para sus
necesidades y para conservar la salud. El acceso al alimento debe ser libre y dosificado
para que asi los animales se albergan en grupos, debe haber suficientes puntos de
alimentacién para minimizar la competencia por el alimento y asegurar que todos los

ratones tengan acceso al alimento.

El alimento se suministra diariamente; se incrementara los dias que se considere
necesario por razones de fuerza mayor. Cada ingreso de alimento debe ser registrado,
de tal manera que el alimento de ingreso mas antiguo se use primero, nunca utilizar
alimento vencido. Los sacos de alimento abiertos deben almacenarse en contenedores

totalmente cerrados.

Cada lote de ingreso se debe controlar la calidad: andlisis bromatoldgico y su carga
microbiana. El alimento debe almacenarse en cuartos o almacenes desinfectados,

secos y ventilados, aislado del piso, sobre parihuelas de preferencia de plastico.

El alimento no debe ser expuesto a temperaturas por encima de 25° C, humedades
relativas mayores a 60%, condiciones insalubres, luz, oxigeno, insectos y roedores,

porgue ello aumenta el deterioro y la contaminacion.

Los contenedores de alimento no deberdn movilizarse a diferentes salas y deberan
lavarse y sanearse regularmente. Si el alimento es autoclavado este requiere de una
reformulacion en la concentracion de nutrientes, tipos de ingredientes y métodos de
preparacion para compensar la degradacion sufrida durante la esterilizacion. Debe

considerarse el irradiar el alimento como una opcién frente al autoclavado.



-36 -

3.3. PROVISION DE AGUA

Debe ser renovada en forma total, diariamente o cada dos dias, eliminando todo
contenido residual del frasco de bebida. Los frascos de bebida deberan ser lavados y
desinfectados por lo me-nos una vez por semana, los picos seran observados y lavados
con cepillo peridicamente para evitar el taponamiento. Se recomienda la vigilancia
microbiolégica de manera periédica, para asegurar que la calidad del agua sea

aceptable y no influya en los resultados experimentales.

3.4. MANEJO DE LECHO O CAMA

El material del lecho o cama seleccionado, debera transportarse y almacenarse en
sacos o envases de plastico, cerrados aislados del piso, sobre parihuelas, de modo que

permita mantener la calidad y evitar la contaminacion.

Tener cuidado durante la esterilizacion que se realiza por autoclavado, la viruta puede
absorber humedad, perdiendo su absorbancia y ser susceptible al crecimiento de
microorganismos, por ello debe usarse tiempos apropiados de secado y buenas
condiciones de almacenamiento. Debe usarse en cantidades suficientes para mantener

a los animales secos entre cada cambio.

Se debe tener procedimientos para la eliminacién de las camas potencialmente
contaminadas. Se debera establecer procedimientos para controlar la calidad del lecho,

como la determinaciéon de contaminantes.

3.5 LIMPIEZA Y SANITIZACION

3.5.1 ELIMINACION DE DESECHOS

El area de eliminacion de desechos debe proveer espacio para el almacenaje apropiado
de material relacionado con los animales, excrementos, camas sucias, cadaveres,
materiales peligrosos, etc. Los desechos colocados fuera de las instalaciones se deben

mantener en recipientes cerrados herméticamente.

Se debe tener normado el manejo, almacenamiento, método y frecuencia de

eliminacion de desechos.
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3.5.2. LIMPIEZA Y SANITIZACION DE AREAS (ALOJAMIENTOS SECUNDARIOS).

Los materiales y utensilios de limpieza deberan ser exclusivos de cada una de las salas
y mantenerse en buenas condiciones de uso, para evitar que actien como vectores de
microorganismos. Estos materiales son: el balde, los trapeadores, los jaladores de

agua, la esponja de metal, la espatula ancha, las bolsas de residuo y el detergente.

No se debe usar desinfectantes con olores fuertes y mucho menos desodorantes de
ambiente. El bioterio deberd implementar un programa de limpieza en la que se
determinara la frecuencia de limpieza de las salas y los pasillos ademas del tipo de

desinfectante por usar, sefialando la metodologia (manual o automatico).

Se recomienda realizar la limpieza total (radical), empleando detergente para la
superficie del piso, ya que este remueve y desprende toda grasa que impida la accion

del desinfectante.

Fuente: Bioterio Central — CNPE del INS. 2007

Limpieza y sanitizacion de sala

3.5.3.1. LIMPIEZA Y DESINFECCION DE JAULAS

Cambiar el material del lecho dos a tres veces por semana, para evitar
concentraciones altas de amoniaco que son perjudiciales para los animales, esta
frecuencia también depende del tamafo, cantidad de ratones albergados y de la
ventilacion del ambiente. Se recomienda tener un orden como empezar por la primera
jaula de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo. Usar ese orden para cambiar el
lecho, dar la comida y el agua. De esa forma se evita que por distraccion, alguna jaula

gquede sin cambiar o sin alimento o agua.
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En cada cambio de lecho, lavar las jaulas utilizando detergente, esponja o escobilla,

luego desinfectar con soluciones como:

Tego 2000 ........cccvvvviiiiienniinnnns 1mL Benzalconio.................c.... 5mL

AQUA C.S.Puuiieeeiiiiiiiiian e e eeennes 100 mL AQUA C.S.P. i, 100 mL

Hipoclorito al 0,5% fijarse en la

concentracién comercial si es 5 6 5,25%:

Hipoclorito de sodio 5% .......cccovvviiiieiiieeeeceee e, 10mL

Yo LU= B o o P 100 mL
Hipoclorito de sodio 5,25% .......cccvvviiiiieiiiiiiiiiiiaeeeeee 9,5mL
F o LU= T o o S 100 mL

Si el material de la jaula es resistente a altas temperaturas, se puede esterilizar en auto

clave.

3.5.3.2. LIMPIEZA Y DESINFECCION DE FRASCOS BEBEDEROS

Los frascos bebederos seran lavados y desinfectados cada vez que se suministre agua
de bebida. Se lavardn con agua, escobilla y detergente toda la superficie interna del
frasco, igual proceder con los goteros para lo cual se usa un cepillo especial. Luego,
desinfectar con agua caliente 0 con algun desinfectante como hipoclorito de sodio

sumergiendo el bebedero durante una hora.

MANEJO DE POBLACIONES

Toda operacion en un bioterio debe tener registros para el control de las poblaciones,
programas de produccion, y su facil identificacién, ya sean colonias de produccion o

animales en experimentacion.

Estos registros incluyen:

Tarjetas de jaula y fichas clinicas, se colocan en las jaulas o cajas y los datos que

contienen corresponden a la identificacion de los ratones que se encuentran en su
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interior, esos datos son:

- Procedencia.

- Fecha de ingreso de los animales.
- Fecha de traslado de sala.

- Controles realizados.

- Método de reproduccion.

- Inoculaciones

- Operario y responsable del proyecto de investigacion

Asi mismo, se debe llevar un registro de todos los experimentos efectuados con
animales de modo que facilite la inspeccion, en dicho registro se incluira informacién
sobre los diversos procedimientos realizados y los resultados de los exdmenes post
mortem que se practiquen. Se llevara también, registros de control de temperatura y
humedad relativa de los ambientes, asi como registros limpieza y desinfeccion ordinaria

y radical.

SISTEMA DE IDENTIFICACION DE JAULAS EN SALA DE PRODUCCION
(TARJETAS)

e
Fuente: Bioterio Cenlral - CNPB dal INS. 2007
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SISTEMA DE IDENTIFICACION POR NIVELES EN RACKS

Fuente: Bioterio Central - CNPE del INS. 2007

3.7. TECNICAS DE MANEJO PARA RATONES JOVENES Y ADULTOS

Ofrecen dificultad para su manejo ya que al sentirse capturados con frecuencia
muerden. Debe usarse guantes exactos a la mano del operario para que no tenga
dificultad en el manipuleo de los animales.

3.7.1. CAPTURA Y TRASLADO DE JAULA: SE REALIZA SUJETANDO EL
ESPECIMEN POR LA COLA.

Para el traslado de ratones generalmente se sujetan de la regién media de la cola
con los dedos indice y pulgar. Otra forma es abrazandolo del cuello con el dedo
indice y el pulgar.
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CAPTURA Y TRASLADO DE RATONES (CAMBIO DE JAULA)

Fuente: Bioterio Central - CNPB del INS. 2007

3.7.2. SUJECION CON UNA MANO (MANO IZQUIERDA)

’

—

-
Fuente: Bioterio Central - CNPB del INS. 2007

\

Sujecion con ayuda de rejilla

Fuents: hito:/www.cinvestav.mx/upealPl-11-02 nml
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- Sagque el raton de la jaula toméndolo de la zona media de la cola, y apdyelo (sin
soltarlo) sobre una superficie rugosa o rejilla contra la que pueda ejercer
resistencia.

- Coloque la base de la cola del raton entre sus dedos anular y mefiique, dejando

libre sus dedos pulgar e indice

- Con rapidez pellizque con el dedo pulgar e indice, suave pero firmemente, la piel
de la parte superior de cuello y hombros, teniendo especial cuidado con los ratones

agresivos ya que pueden darse vuelta y morder.

- Levante al animal

3.8 TECNICA PARA RATONES LA

La manipulacién de los recién nacidos debe hacerse rigurosamente con guantes y de
manera suave Yy tranquila, cogerlos uno a uno 0 en pequefios grupos y posarlos
cuidadosamente entre la palma y los dedos de la mano extendidos y juntos; devolver

la camada lo més pronto posible, evitando que la madre se dé cuenta.

3.9. VIAS DE ADMINISTRACION

3.9.1. INYECCIONES E INOCULACIONES
Se considera apropiada la sujecién con una mano.

3.9.2. VIA ORAL

Se puede usar el alimento o el agua, en volumen maximo de 1mL de solucién por
cada 100 g de peso del animal, cuando es vehiculo oleoso y 2mL de solucion
cuando es solucién acuosa; lo ideal es mediante sonda orogastrica y teniendo un
buen conocimiento de la anatomia de la zona orofaringea, los pasos a seguir son

los siguientes:

Inmovilizar al animal en forma correcta e introducir la sonda hacia la izquierda en
forma lenta y suave a lo largo de la rama mandibular derecha, aqui el ratdn

comienza a tragar y la sonda se inserta dentro del eso6fago.
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3.9.3. VIA SUBCUTANEA

Esta via es utilizada como alternativa a la intramuscular, en los ratones. Se
prefieren los sitios en que abunde tejido conjuntivo, en el dorso a nivel del cuello o
los flancos. La aguja se inserta en la piel paralela a la columna vertebral. Se utiliza
agujas de 25 a 27 G, ¥ a % pulgada con jeringas de tuberculina. Y el volumen para

un ratén adulto sera de 2 a 3 mL.

3.9.4 VIA INTRAPERITONIAL

Se usa jeringas y aguja calibre 25 -27 G . %2 a 1 pulgada, de bisel pequefo. Aplicando
la sujecién con una mano e inmovilizando la pata izquierda del ratén, con una
inclinacién hacia craneal para producir un desplazamiento de las visceras con el fin de
no lesionarlas. Se inserta la aguja en la piel en el cuadrante izquierdo inferior del
abdomen, luego se lleva hacia craneal y se introduce en la cavidad peritoneal,
levantando la aguja en contra de la pared abdominal para evitar la puncién en el
interior del intestino; la jeringa con aguja debe estar paralela a la columna vertebral.
Se puede administrar hasta 3 mL. Una rapida administracion del fluido puede causar

dafios en el tejido y hemorragia debido a la presién interna.

3.9.5. VIA INTRAVENOSA

Se utiliza agujas de 27 - 30 G y jeringas tuberculina de 1 mL. Teniendo el ratén
inmovilizado dentro de un cepo (sujetador para raton), se utilizan las venas laterales
de la cola, estas se dilatan con alcohol o con calor. El volumen maximo a inocular es de
0.2 a 0.5 como maximo. Mejores resultados se logran si la cola se introduce en agua
caliente o el ratén es calentado en la jaula con una lampara. Las venas se observan
cuando la cola es levantada y girada lentamente en cualquier direccion. No utilizar

medicamentos con vehiculo oleoso o sustancias irritantes.

3.9.6. VIA INTRAMUSCULAR

Se realiza en la regién antero-lateral del muslo con agujas de 26 a 30 G, %2 pulgada con
jeringa de tuberculina. El volumen maximo es de 0,05mL. Esta via no es muy usada
debido a la poca masa muscular del ratén y al posible dafio que se le puede causar a

las estructuras vitales.
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3.10. TECNICA DE EUTANASIA

Debera elegirse un método que no cause sufrimiento al ratén. Métodos quimicos:
a)Agentes inhalatorios: gases anestésicos, gases no anestésicos.

b)Agentes no inhalatorios: tranquilizantes (curare y estricnina).

Para efectos de los agentes inhalatorios, los ratones son conducidos a camaras que
deben estar disefiadas adecuadamente, donde se distribuye el agente, asegurando la
distribucion uniforme del gas y la rapida exposicion de los ratones a una concentracion

alta del agente.

Los ratones recién nacidos son mas resistentes a la hipoxia y tardan mas tiempo en
morir; por ello hay que utilizar otros métodos. Es importante seleccionar agentes que
no sean desagradables al ser inhalados, porque algunos pueden ser irritantes y por
ello estresantes. Cuando se administren agentes inhalatorios hay que tomar precaucio-
nes de seguridad, utilizando un equipo adecuado de recogida de gases y se debe

confirmar la muerte.

El mas utilizado es el diéxido de carbono en concentraciones superiores a 60%, el
diéxido de carbono (anhidrido carbdnico) actlia como un agente anestésico y produce
rapidamente la pérdida de conciencia (Green 1987). Es muy eficaz y humanitario para
la eutanasia de la mayoria de los animales pequefios utilizandolo por encima del 70%

de concentracion.

3.11 ATENCION MEDICO VETERINARIA

La atencidon médico-veterinaria es un aspecto de gran importancia dentro del programa
de cuidado y uso de los animales. Una adecuada atencién médico-veterinaria debe
contener programas eficaces de:

- Medicina preventiva.

- Vigilancia, diagnoéstico, tratamiento y control de enfermedades. > Manejo de
enfermedades.

- Evaluacién de salud y bienestar animal.
- Método de eutanasia.

El programa de atencion veterinaria es responsabilidad del médico veterinario

encargado, con experiencia en ciencia y medicina de los animales de
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laboratorio. Es su funcion el asesorar a investigadores y personal involucrado en
el cuidado y uso de animales para asegurar una apropiada manipulacion e

inmovilizacion, sedacion, anestesia, analgesia y eutanasia.

Por tanto, todo sistema de control, de vigilancia y de regulaciones que se
establezca para la prevencion de infecciones y para el control y mantenimiento
del nivel higiénico-sanitario de los animales, es un aspecto fundamental y debe

ser llevado a cabo con gran rigor técnico y de manera documentada.

3.12 BIOSEGURIDAD

RIESGOS DEBIDOS A LA MANIPULACION DE ANIMALES

Los riesgos derivados de los animales que se utilizan en experimentacion pueden
clasificarse en:

e Riesgos inherentes a los animales: Los animales pueden ser portadores de

enfermedades infecciosas, que pueden transmitir al personal de la unidad animal.

e Riesgos resultantes de la investigacion realizada con estos animales (aplicacion de

vacunas, investigacion de farmacos, etc.).

e Riesgos generados por los animales transgénicos. Estos animales son susceptibles
de presentar patologias infecciosas muy particulares y estados inmunoldgicos
modificados. Existe poca informacién al respecto, aunque por lo general los
laboratorios 0 empresas que manipulan estos animales suelen partir de niveles de

seguridad biol6gica elevados.

En la practica, los riesgos derivados del trabajo con animales de experimentacion
deberian estar limitados por el hecho de respetar las medidas reglamentarias de
aprovisionamiento y la supervisién veterinaria indispensable. Cuando se trata de
evaluar el riesgo biolégico es fundamental conocer la especie animal con la que se esta
investigando, las infecciones que puede transmitir, la naturaleza de los agentes
infecciosos, etc. Es sabido, por otro lado, que cuanto mas alejada filogenéticamente sea
la especie de los seres humanos, menor suele ser el riesgo de transmision de

infecciones, como ocurre por ejemplo con los peces y anfibios.
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RECOMENDACIONES GENERALES PARA LA PROTECCION DE TRABAJADORES

El personal que trabaja con animales debe estar informado de los riesgos inherentes al
trabajo que realiza y recibir formacion sistematica en materia de técnicas,
instrumentacion, métodos de trabajo y equipos de proteccion individual con el fin de
evitar la posibilidad de con traer una enfermedad, y de impedir la dispersion del agente
biolégico dentro y fuera del laboratorio de experimentacion animal, con el consiguiente
peligro para los trabajadores y la comunidad. Desde el punto de vista estructural, los
servicios relacionados con las instalaciones de los animales (almacenes de camas, de
alimentos para los animales o de jaulas), asi como los vestuarios y lavabos del
personal, excepto cuando el nivel de seguridad requerido indica lo contrario, deben
hallarse fuera de la unidad animal, pero cerca de ella.

En el trabajo de experimentacion con animales, se pueden adoptar los criterios
generales aplicables a los laboratorios y centros de trabajo donde se manipulan
agentes bioldgicos, teniendo en cuenta el tipo de microorganismo con el que se trabaja,
0 puede ser portador el animal y, en consecuencia, aplicando el nivel de seguridad

biolégica correspondiente.

INSTRUCCIONES PARA EL TRABAJO EN LAS UNIDADES ANIMALES EN
FUNCION DEL NIVEL DE SEGURIDAD REQUERIDO

NIVEL DE SEGURIDAD 1 (Medidas basicas)

Infraestructura

Los locales deben ser cerrados y protegidos procurando que las salidas hacia el
exterior sean las menos posibles. Las puertas de la unidad animal deben tener un
dispositivo de cerradura automatica y permanecer cerradas.

Los techos, paredes y suelos deben ser de materiales resistentes y con un
recubrimiento no poroso facil de lavar y de desinfectar. El suelo debe ser uniforme,
impermeable y antideslizante, capaz de soportar sin peligro el peso y el desplazamiento
de las jaulas o de cualquier otro equipo movil. Los sifones de los desaglies deben ser
descontaminados regularmente.

Todas las aberturas (puertas, ventanas, bocas de aireacion, orificios de evacuacion de

liguidos, etc.) deben estar provistas de dispositivos que impidan la entrada de insectos,
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roedores salvajes u otros animales que pueden ser portadores de agentes patdégenos
para el hombre. Deberd informarse al responsable de la unidad animal de cualquier
intrusion de este tipo que se produzca.

En cada local destinado a la instalacion de animales debe haber un lavabo para el
lavado de manos y se ha de prever una instalacién para el lavado de jaulas. La
superficie que recubre el suelo de las jaulas no sélo debe mantener se limpia sino que
es imprescindible que sea renovada periédicamente a fin de evitar que se convierta en
una fuente de infeccién e infestacion de parasitos. Las jaulas limpias se guardaran en
un local separado.

Debe disponerse de locales separados para el almacenaje de los alimentos y para las
camas de los animales. El almacén de alimentos debe situarse en una zona fresca,
seca y libre de parasitos e insectos, mientras que el de camas debera situarse en un
lugar seco y libre de parasitos e insectos.

Segun el origen de los animales, los locales deben estar preparados para una
cuarentena, cuya duracion sera variable segln las especies y tanto mas larga cuanto
mayor sea el riesgo de zoonosis. Para llevar a cabo la cuarentena, los locales deberan
estar adecuados al nivel de riesgo estimado, y la conducta que se debe seguir por el
personal serd la correspondiente a dicho nivel. Deben tomarse medidas de seguridad
para evitar fugas de animales al exterior (barreras sucesivas, neutralizacion). Si se
escapan de las jaulas pequefios roedores u otros animales de laboratorio, se
sacrificaran una vez capturados y se eliminaran como residuo sanitario no especifico,

grupo I

Habr& que notificar inmediatamente cualquier enfermedad o muerte inesperada que se
produzca entre los animales. A los que presenten una enfermedad imprevista no se les
tocara mientras no se reciban instrucciones al respecto del responsable de la unidad
animal o de otra persona competente.

El sistema de ventilacién debe ser apropiado a las exigencias termohigrométricas de las
especies albergadas y garantizar alrededor de 15 renovaciones/hora para la reducciéon
de los malos olores y las concentraciones de gases y vapores en aire, circulando
siempre del lugar menos contaminado al mas contaminado. En algunas circunstancias
puede requerirse un factor de renovacion mayor (hasta 20 o0 mas renovaciones/hora), o
bien, cuando la densidad de ocupacién sea baja, podrian ser suficientes de 8 a 10

renovaciones/hora o incluso no ser imprescindible la renovacién mecanica.
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Conducta del personal

Todo el personal (cuidadores o investigadores) entrara en la sala de manipulacion con
bata o guardapolvo especificos para este cometido, permitiéndose la entrada
Unicamente a las personas que vayan a participar en un experimento o a las que haya
sido expresamente autorizada su entrada por el responsable de la instalacién.

Es necesario lavarse las manos cuidadosamente después de manipular animales
muertos o vivos y siempre al abandonar el local. Las heridas que se produzcan al
manipular animales, por triviales que parezcan, deben ser objeto de tratamiento
inmediato. Conviene estimular la hemorragia y lavar después la herida con abundante
agua y jabdn; se aplicara luego un apdsito protector y se procurard iniciar el tratamiento
lo antes posible. Estos requisitos se aplicaran especialmente a las heridas causadas
por los animales.

Estard prohibido comer, beber, fumar y almacenar alimentos de consumo humano
dentro de los locales destinados a los animales. Se adoptaran procedimientos de
trabajo, que impidan o minimicen la generacion de aerosoles. Debe tenerse en cuenta
que la excrecién de agentes por la saliva, heces y la orina contaminan las jaulas y las

camas de los animales y cuando éstas se remueven pueden generarse aerosoles.

Todo el personal que trabaje en la seccion destinada a los animales estara inmunizado
contra el tétanos, asi como también contra todas aquellas enfermedades que se crea
conveniente y para las que, evidentemente, se disponga de vacuna. Debe tenerse en
cuenta también que todos los animales de experimentacion pueden ser portadores
asintomaticos de microorganismos peligrosos para el hombre.

Hay que tomar precauciones especiales con los medicamentos administrados a los
animales de laboratorio con fines de sedacion o eutanasia, debiéndose llevar un estricto
control de los mismos. Como norma general, al menos uno de los trabajadores de la
unidad animal debe estar informado de las medidas de emergencia aplicables en casos
de autoinyeccion accidental del operador. Debe tenerse especial precaucion en la
utilizaciéon de los anestésicos volatiles, ya que en los recintos cerrados pueden afectar

al personal y también pueden generar atmosferas explosivas.

Alojamiento de los animales
Las jaulas, cajas, estanterias e instalaciones en general, deben construirse con
materiales apropiados y estar concebidos de manera que no presenten ningun riesgo

para el animal y puedan desinfectarse facilmente.
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Debe estar garantizado un control peridédico de los animales. A su llegada, deben ser
cuidadosamente examinados por una persona competente, que defina las medidas de
cuarentena eventuales. No pueden introducirse animales provenientes del exterior sin la
autorizacion del responsable de la unidad.

Los cadaveres y desechos de los animales deben eliminarse rapidamente en las
condiciones que se expresen en la reglamentacion existente. En la espera, se
guardaran en un frigorifico dentro de un embalaje estanco, descuartizado si se trata de
un animal grande. En caso de marcaje radiactivo, las condiciones de eliminacion son
las definidas en la reglamentacion sobre residuos radiactivos y deben respetarse

rigurosamente.

NIVEL DE SEGURIDAD 2

Infraestructura

La unidad animal estara situada en una zona del edificio especialmente reservada para
ello, alejada de las zonas de paso. El acceso a la misma estara concebido de forma que
permita al personal cambiarse de ropa para acceder a dicha unidad y debera
disponerse de un autoclave cerca de la misma.

Las jaulas de los animales deben ser desinfectadas preferentemente por autoclavaje. Si
esto no es posible, la desinfeccibn se llevara a cabo mediante una solucion
descontaminante eficaz (hipoclorito sodico, por ejemplo). También las superficies de
trabajo se descontaminaran inmediatamente al finalizar un experimento.

La sefializacion internacional de peligro biolégico se colocara en las puertas de la

unidad animal, todas las aberturas de la cual se podran cerrar herméticamente.

Yy

Sefial de peligro bioldgico
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Conducta del personal

Sera obligatorio llevar guantes, resistentes a las mordeduras y arafiazos cuando se
manipulen animales infectados, o impermeables cuando la exposicion cutédnea al
material infeccioso sea inevitable.

El personal se cambiara de ropa de trabajo y zapatos al entrar y salir de la unidad
animal. Son aconsejables los zapatos cerrados y, llegado el caso, se usaran con fundas
protectoras. También es recomendable el uso de mascarillas quirtrgicas.

El acceso a la unidad animal se limitara al personal que esté especificamente informado
del riesgo biol6gico y cuya presencia sea necesaria para la investigacion que se lleve a
cabo. El médico de empresa sera quien determine las personas, que por ser de alto

riesgo, no estaran autorizadas a entrar en el animalario.

Alojamiento de los animales

Deben tomarse precauciones para evitar toda agresion por parte de los animales
durante las diferentes fases de la experimentacion. Por ello, deberan utilizarse jaulas de
contencidén y se debera anestesiar al animal antes de cogerlo.

Toda manipulacién susceptible de generar un aerosol infeccioso deberd efectuarse
dentro de una cabina de seguridad biol6gica (clase | o II) o con una proteccion personal
facial (mascara, gafas), sobre todo en autopsias de animales infectados, en la recogida
de tejidos infecta dos, liquidos organicos o huevos infectados y en la inoculacién
intranasal de material infeccioso.

Los residuos de la unidad animal se descontaminaran (en el autoclave o en una cabina
de fumigacion) antes de ser eliminados por las vias convencionales. Los animales
muertos se evacuaran del animalario en bolsas de plastico dobles, soldadas y estancas
0 en contenedores herméticos y se eliminaran como residuo sanitario especifico o de

riesgo, grupo Il

NIVEL DE SEGURIDAD 3

Infraestructura
Los dispositivos de lavado de manos seran con accionamiento mediante el codo, el pie
0 bien de manera automatica, y se colocaran préximos a la puerta de salida. El

autoclave estara situado en el interior de la unidad animal. Cuando se trate de animales
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grandes, se dispondra de un dispositivo de fumigacién o de un bafio con desinfectante,
con la posibilidad de acceso por el interior y el exterior de la unidad.

El acceso a la zona (nivel 3) deberd estar sefializado y provisto de un compartimento
con doble puerta. Las ventanas no seran practicables. Debe disponerse de un vestuario
con ducha, préximo a la puerta de entrada.

El sistema de ventilacion debe evacuar el aire al exterior del edificio en una zona donde
no haya ningun riesgo de reciclado. Si ello no es posible, el aire extraido debera ser
filtrado a través de filtro de alta eficacia HEPA. La entrada de aire debe ser de tal forma
gque en la unidad la corriente circule del exterior de la zona hacia el interior, estando el
vestibulo en depresion intermedia.

Si se utiliza un circuito de vacio, debe estar protegido por filtros HEPA y las trampas de
agua han de contener un desinfectante apropiado. Se ha de desechar la conexién a un

circuito de vacio general.

Conducta del personal

El vestuario de trabajo tiene que ser completo, con protectores de zapatos o botas y
mascara filtrante y se debe descontaminar antes de llevar a lavar. Mediante consignas
estrictas, se definird el método de descontaminacién de la zona. Sera obligatorio llevar
guantes resistentes para la manipulacién de los animales que se han de descontaminar

en el autoclave después de usarlos.

Alojamiento de los animales

En cada local dedicado a una especie diferente de microorganismo, las jaulas ocupadas
por los animales infectados deben estar situadas en recintos de seguridad adaptados.
El aire filtrado proveniente de estos recintos debera expulsarse dentro del circuito de
extraccion principal del laboratorio o directamente al exterior, siempre con la garantia de
que no haya riesgo de reciclado.

Los animales muertos deben ser colocados en una doble bolsa estanca dentro de la
unidad; el exterior de la bolsa se descontaminara por fumigacion o sumergiéndolo en un
bafio descontaminante. Después, debe eliminarse como residuo sanitario especifico o
de riesgo, grupo lIl.

Si es posible, las jaulas seran descontaminadas en el autoclave antes del cambio de la
cama y antes de la limpieza. Para las jaulas de grandes dimensiones, se han de tomar
precauciones particulares para la manipulacion de las camas: se cubriran las cubetas

gque contienen las camas con plastico sobresaliendo por los bordes de forma que se
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pueda coger por los extremos y pueda depositarse dentro de las bolsas de plastico
facilmente; la descontaminacion de la jaula puede hacerse en un bafio

descontaminante, dentro de la unidad animal.

NIVEL DE SEGURIDAD 4

Infraestructura

La unidad animal estara situada en un edificio separado o dentro de una zona
claramente aislada en el interior del edificio. Si hay aberturas, deberan estar selladas.
Sera obligatorio un vestuario de doble zona con ducha en cada entrada.

Las conducciones eléctricas, luminarias, bocas y conductos de aspiracion, deberan
concebirse de manera que la deposicién de polvo sea la minima posible. Los circuitos
de ventilacién deben ser totalmente estancos y las puertas de la unidad deberan poder
cerrarse con llave. Una sefial debe indicar cuando los animales infecta dos estén
presentes en el interior de la misma.

El sistema de ventilacion ha de ser autbnomo, ha de mantener una depresion
controlada, siempre circulando de la zona menos contaminada hacia las zonas de
mayor contaminacion. El aire extraido se filtrar4 a través de filtros HEPA y debera
expulsarse al exterior lejos de todas las bocas de aspiracién de aire. Un sistema de
alarma advertira de cualquier fallo en el funcionamiento.

El aire expulsado de las cabinas de seguridad, si se filtra a través de filtros HEPA, se
podra expulsar al exterior por el conducto de evacuaciéon general. Si no es asi, debe
hacerse pasar a través de los filtros principales de trata miento de aire antes de
expulsarse al exterior. Deben tomarse precauciones durante el cambio de los filtros,
llevando a cabo su descontaminacién previa y emplean do ropa de proteccion.

La descontaminacion por el calor o con una solucion descontaminante de eficacia
comprobada es obligatoria para todos los efluentes liquidos: lavabo, aseo, ducha, sifén
del WC y condensaciones del autoclave, que debe ser de doble puerta.

Conducta del personal

El acceso a los locales estara restringido Unicamente al personal autorizado por el
director, oida la opinion del servicio médico, informando de los riesgos, asi como la
manera como debe protegerse.

El personal entrard y saldra por el compartimento estanco del vestuario. La ropa de

calle se quitara en la zona limpia y se colocara ropa de trabajo completa (guarda polvo,



-53-

pantalén, camisa, calzado y guantes) al entrar al animalario. A la salida, esta ropa se
quitard y se dejaré en la zona de espera del animalario. Sera obligatorio ducharse antes
de ponerse la ropa de calle de nuevo.

Sera obligatoria una vigilancia médica especial para las personas que trabajan o que
tienen acceso a la unidad animal, creandose una seroteca de dicho personal.

Deberan dictarse normas muy detalladas de la conducta que se debe seguir ante
situaciones de emergencia (evasion de un animal, conato de incendio, fugas, vertidos,
etc.). El personal de la unidad animal debera ser in formado sobre el cumplimiento de

estas normas.

Alojamiento de los animales

Los animales infectados deben ser mantenidos en las cabinas de confinamiento de
clase Ill, dentro de salas en depresion o dentro de los dispositivos de confinamiento
parcial, ventilados por una corriente de aire ascendente filtrada a través de filtros HEPA.
Los cadaveres, partes del cuerpo y otros residuos anatémicos, camas de estabulacion o
cualquier material contaminado, procedente de animales que hayan esta do inoculados
con agentes biolégicos grupo 4, se eliminardn como residuo sanitario especifico o de

riesgo, grupo lll.
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GLOSARIO

¢ AAALAC Internacional: organizacion privada no gubernamental, que promueve el
trato humanitario hacia los animales en las actividades cientificas, mediante
programas voluntarios de evaluacion y acreditacion. AAALAC International significa
“Asociacion Internacional para la Evaluacion y Acreditacion del Cuidado de Animales
de Laboratorio” (Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal

Care International).

¢ AALAS: American Association for Laboratory Animal Science.

e Agentes biologicos: cualquiera de los microorganismos de ciertas clasificaciones o
cualquier sustancia toxica derivada de organismos vivos que pueden producir muerte

o enfermedad en el hombre, animales o plantas en desarrollo

e Agentes fisicos: objetos o infraestructuras inanimadas o estados de la materia

capaces de producir cambios fisiolégicos.

e Agentes quimicos: sustancias que producen efectos letales, lesivos o i rritantes.

e Alojamiento primario o recinto primario: generalmente una jaula, constituye los
limites del ambiente inmediato del animal. Este debe permitir satisfacer las necesidades
fisioldgicas y de conducta del animal, permitiendo el acceso al agua y alimento y

también brindar facilidades para el cambio, limpieza, etc.

e Alojamiento secundario 0 recinto secundario: todos los componentes de las
instalaciones para animales, incluyendo salas de animales y espacios de apoyo (sala
de almacenamiento, instalaciones, sala de lavado de jaulas, corredores y salas para

cuarentena y procedimientos)

e Area limpia: areas cerradas, con caracteristicas especiales de limpieza y uso de
sustancias desinfectantes. Tienen sistemas de suministros de aire, con diferencias de
presion. Area que cuenta con un control definido del medio ambiente con respecto a la
contaminacién con particulas o microorganismos, con instalaciones construidas y
usadas de tal manera que se reduzca la introduccién, generacién y retencién de

contaminantes dentro del area. También denominada area gris.

e Asepsia: métodos o procedimientos que impiden o evitan el acceso de gérmenes

patdgenos o infecciosos.
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e Bioseguridad: conjunto de medidas preventivas que reconocidas internacionalmente
orientadas a proteger la salud y la seguridad del personal y su entorno.
Complementariamente se incluye normas contra riesgos producidas por agentes

fisicos, quimicos y mecanicos.

e Capacitacion: accion de ensefiar o habilitar a las personas para el cuidado y la

utilizacién correcta de los animales de laboratorio.

e Cepa: grupo de animales comprendido dentro de una especie o0 variedad, de
ascendencia conocida, mantenidos en un sistema de acoplamiento consanguineo

planificado, que se caracteriza por alguna propiedad en particular.

¢ Colonia: grupo de animales que representa una fuente genética Unica, producida bajo

condiciones idénticas de gestion con fines de reproduccion.

e Contaminacion: presencia de un agente infeccioso en la superficie del organismo;
también en vestimenta, instrumentos quirdrgicos u otros objetos o0 substancias,

incluyendo el agua y los alimentos.

e Control de calidad: conjunto de procedimientos, técnicos y actividades operativas,
destinados a medir, confrontar y verificar que un producto cumpla con las

caracteristicas y especificaciones planificadas.

¢ Control de plagas: la aplicacion de métodos, procedimientos, y registros con relaciéon
a todos los animales, (incluyendo aves, roedores e insectos) que deben excluirse de

las instalaciones donde se crian los animales de experimentacion.

¢ Cuarentena: periodo de aislamiento al que se someten los animales de laboratorio, en

un lugar especifico, con el fin de conocer su estado de salud.

¢ Desinfeccion: procedimiento destinado a destruir los agentes patégenos para los
animales y el ser humano, que se aplica a los locales, vehiculos, asi como a los
implementos que sean usados en los establecimientos. Se debe efectuar

posteriormente a la limpieza.

e Desinfectante: agente quimico empleado para la inactivacibn o destruccién de
bacterias vegetativas, hongos, virus pero no necesariamente esporas bacterianas,
generalmente se usa productos de limpieza eficaces, de composicién conocida, no

toxico y facil de aplicar



-56 -

e Detergente: agente de limpieza que se emplea para eliminar residuos insolubles en el

agua mediante tres mecanismos: humectacion, emulsificacion y dispersion.

o Esterilizacion: proceso para la destruccion de toda forma de vida. Se realiza por
medio de vapor humedo saturado a presion (autoclave), por calor seco (horno),

incineracion, combustién (mechero de Bunsen) y mediante agentes quimicos.

o Estrés: reaccidn de los organismos vivos a diversos estimulos adversos, internos o
externos, que tienden a alterar el equilibrio psicologico y fisioldégico de un animal, a
través de su exposicion a condiciones extremas, sefialdndose a ésta ultima como

“diestrés”.

e Eutanasia: procedimiento humanitario empleado para terminar con la vida de los

animales de laboratorio, sin producirles sufrimiento.

¢ Incineracion: método de tratamiento de residuos que consiste en la oxidacion quimica
para la combustion completa de los residuos en instalaciones apropiadas, a fin de

reducir y controlar riesgos a la salud y el ambiente.

e Modelo biolégico: que posee una estructura que reproduce un efecto, proveniente del
sujeto original. Se usa para extrapolar resultados desde una especie animal hacia el

ser humano.
¢ Palatable: agradable al gusto.

e Procedimiento: es el documento de calidad que detalla la manera en que se debe

ejecutar una actividad.

¢ Protocolo de investigacion: documento que describe las hipoétesis por investigar, los
objetivos del trabajo, fundamentos, disefio, metodologia, consideraciones

estadisticas, participantes, calendario de evolucién, organizacién y supervision.

¢ Riesgo: probabilidad de que ante un determinado peligro se produzca un cierto dafio,

pudiendo por ello, cuantificarse.

e Salud ocupacional: estado de salud, relacionado con la ocupacion laboral del

individuo.

e Sistema reproductivo monogamico: apareamiento de un espécimen macho con su

respectiva hembra.

¢ Sistema reproductivo poligamico: apareamiento de un espécimen macho y mas de
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una hembra, por lo general de tres a cuatro especimenes hembras.

e Tratamiento de material solido: procedimiento que permita modificar la caracteristica
fisica, quimica o biolégica del residuo soélido, a fin de reducir o eliminar su potencial

peligro de causar dafios a la salud y al ambiente.

e Zoonosis: denominacion genérica de las enfermedades infecciosas de los animales

gue pueden ser transmitidas al hombre.
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