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Resumo

A infeccdo por Oxyuridae constitui um problema nas barreiras sanitarias em colonias de roedores, tendo em
vista que esta é a familia de parasito mais encontrada em instalacdes de animais de laboratdrio, especialmente
a espécie Syphacia obvelata. Camundongos outbred stock Swiss Webster apresentam sinais clinicos quando
associados com elevada carga parasitdria e, geralmente, é observado um aumento no nimero de animais com
prolapso retal. O controle desse parasito e outros patégenos é realizado mediante monitoramento sanitério
trimestral, conforme as recomendacdes da Federagao das Associacdes Europeias de Ciéncia de Animais de
Laboratdrio (FELASA). O diagnéstico pelo método de Graham é determinante para a pesquisa dos ovos através
de impressao de fita adesiva na regiao perianal do animal no inicio do ciclo do oxiurideo. Foi realizada uma
andlise comparativa entre os métodos de Graham e o exame direto da mucosa intestinal para diagndstico de
S. obvelata de 60 camundongos sentinelas fémeas outbred stock Swiss webster, procedentes de instalagdes de
roedores de um biotério de criagdo. Os resultados mostraram uma diferenca significativa entre o método de
Graham e o exame direto da mucosa intestinal (p > 0,001 a 95%, teste de Fisher exato), com uma prevaléncia
de 50% de ovos do parasito pela técnica de Graham e 8,33% pelo exame direto da mucosa intestinal, que
detectou todas as formas do parasito. Pelo exame direto, além de ovos, foram identificadas outras formas do
parasito, como: larvas, fémeas adultas e machos adultos. Concluiu-se que a técnica de Graham é capaz de
ampliar o espectro de identificacdo de S. obvelata, pois detecta com maior precisdo a presenca de ovos do
parasita, uma vez que a fita adesiva demonstra que as fémeas adultas gravidas migram para o anus antes de
morrer, depositando seus ovos na regido perianal do hospedeiro. Sendo assim, o método de Graham deve ser
adicionado ao programa de monitoramento sanitario, associado aos outros rotineiramente empregados no
controle da qualidade de animais de laboratério, contribuindo com as condutas de manejo da criagao animal
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em prol do controle e erradicacdo do agente em questao.
Este é um artigo publicado em
Palavras-chave: Syphacia obvelata, camundongo, monitoramento sanitario, método de Graham, técnicas de  acesso aberto (Open Access)
diagnéstico parasitolégicos, controle parasitolégico. sob a licenca Creative Commons
Attribution, que permite uso,

R distribuicdo e reproducao em
*Autor correspondente: incerlande.soares@fiocruz.br qualquer meio, sem restricoes

Conflito de interesses: Nao ha. desde que o trabalho original
Recebido: Setembro 07, 2021. Aceito: Dezembro 08, 2022. seja corretamente citado.

Bio M Res & Tech. 2022;2, 00092022 | https://doi.org/10.4322/2675-9225.00092022 /1


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Eficacia do método de graham para o diagndstico de Syphacia obvelata (Rudolphi, 1802) no monitoramento sanitario de camundongos

Swiss Webster de um biotério de criacao I ‘ I
BMRT

Abstract

Infection by Oxyuridae is a problem in sanitary barriers in rodent colonies, considering that this is the parasite
family most commonly found in laboratory animal facilities, especially the species Syphacia obvelata. Outbred
stock Swiss Webster mice show clinical signs when associated with a high parasite load and, generally, an increase
in the number of animals with rectal prolapse is observed. The control of this parasite and other pathogens is
carried out through quarterly sanitary monitoring, in accordance with the recommendations of the Federation
of European Associations of Laboratory Animal Science (FELASA). Diagnosis by Graham'’s method is crucial for
the search for eggs by printing adhesive tape in the animal’s perianal region at the beginning of the oxyuride
cycle. A comparative analysis was performed between Graham’s methods and direct examination of the intestinal
mucosa for the diagnosis of S. obvelata in 60 female sentinel Swiss outbred stock Swiss webster mice, from rodent
installations in a breeding animal facility. Results showed a significant difference between Graham’s method and
direct examination of the intestinal mucosa (p > 0.001 at 95%, Fisher’s exact test), with a prevalence of 50% of
parasite eggs by Graham’s technique and 8.33% by direct examination of the intestinal mucosa, which detected
the whole parasite forms. By direct examination, in addition to eggs, other forms of the parasite were identified,
such as: larvae, adult females and adult males. It was concluded that Graham's technique is capable of expanding
the identification spectrum of S. obvelata, as it detects the presence of parasite eggs more accurately, since
the adhesive tape demonstrates that adult pregnant females migrate to the anus before dying, depositing its
eggs in the perianal region of the host. Therefore, Graham’s method should be added to the health monitoring
program, associated with others routinely used in the quality control of laboratory animals, contributing to the
management of animal husbandry in favor of the control and eradication of the agent in question.

Keywords: Syphacia obvelata, mice, sanitary monitoring, Graham monitoring, parasitological diagnostic tech-
niques, parasitological control.

INTRODUCAO

As parasitoses intestinais causadas por helmintos e protozodrios em animais de laboratério criados
e mantidos em instalagdes animais continuam a ser uma preocupacao nas coldnias de roedores'?.
Os camundongos outbred stock Swiss Webster sao importantes biomodelos para o desenvolvimento
adequado de varios ensaios bioldgicos, sendo recomendada a sua utilizacdo em pesquisas cientificas
para a obtencao de resultados confidveis e reprodutiveis*®.

Nas instalacdes de criagcbes de animais de laboratério, o controle das barreiras sanitérias é
imperioso para evitar ou minimizar a infeccdo por helmintos e outros patégenos*. Agentes infecciosos
indesejaveis podem comprometer o status sanitario das colonias de animais de laboratério em areas
limpas de biotério. Portanto, falhas no sistema de esterilizacdo e barreiras sanitarias podem causar
infeccao/infestacao por microrganismos e endo e ecto parasitos'>#61,

Dentre os principais parasitos que infectam os camundongos, a mais frequente é o nematoide
Syphacia obvelata, que pertence a familia Oxyuridae®. Um estudo realizado em 18 biotérios brasileiros
demostrou que as infeccdes parasitarias estavam presentes na maioria das instituicdes investigadas,
observando-se elevada prevaléncia de animais infectados com varias espécies de parasitos,
principalmente por S. obvelata®.

O diagnostico é determinante para adocao de medidas eficazes de tratamento, controle e para
a manutencdo da qualidade dos biomodelos fornecidos para pesquisa'*°'213, O parasito pode
infectar tanto o homem, quanto animais de laboratério”'*16, Os ovos depositados apresentam
aspecto reniforme, sdo alongados, com uma parede fina e achatados em um dos lados e embrionam
entre 5 e 20 horas a 37°C ou, mais lentamente, em temperatura ambiente, sdo leves e se dispersam
facilmente, resultando em contaminacéo generalizada do ambiente, o que dificulta o seu controle
nas coldnias de roedores’-10131517-21,

Embora ndo sejam considerados patogénicos, os oxiurideos definitivamente afetam seus
hospedeiros de vdrias maneiras, alterando o comportamento, crescimento, fisiologia intestinal e
sistema imunoldgico. As infeccdes por Syphacia spp. podem alterar a resposta humoral do hospedeiro
a estimulos antigénicos, desencadear uma respostaimune do tipo Th2 (linfocitos T CD4*) com elevada
producao de citocinas, podendo induzir uma autoimunidade, aumentar a mielopoiese e eritropoiese,
alterar a reatividade da medula éssea a interleucina, bem como manipular a transdugao de sinal
nas células da medula éssea do hospedeiro. As alteragées imunoldgicas geradas em biomodelos
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acometidos por Syphacia spp. podem interferir no desenvolvimento de protocolos experimentais e

alterar a interpretacao dos resultados em pesquisas cientificas*610122223,

Deste modo, os animais infectados por Syphacia spp. ndo sao recomendados para estudos
nutricionais, imunoldgicos ou hematolédgicos devido as modificacbes causadas nos parametros
fisiol6gicos normais'#%'2, Os animais apresentam sinais clinicos quando ha elevada carga parasitaria, a
migracdo dos parasitas fémeas para o anus provoca irritacdo na regido perianal dos animais afetados,
produzindo coceira excessiva, levando o animal a automutilacao?371824,

Em decorréncia do ciclo do parasito, o diagnoéstico com o método de Graham na regido perianal
do animal para deteccao de ovos do verme oxiurideo se mostra eficiente, pois a fita adesiva da técnica
demonstra que as fémeas adultas gravidas migram para o anus antes de morrer, depositando os seus
ovos na regido do perianal do hospedeiro. Apresenta ciclo biolégico direto, que se completa a cada
15 dias e os ovos se tornam infectantes apds 6 horas apo6s serem depositados pelas fémeas. A ingestdo
dos ovos por outros animais iniciam um novo ciclo biolégico, reinfectando o hospedeiro. Os ovos
eclodem no hospedeiro e ocorre a migracdo da larva para o ceco'?>812141517.202526 H3 vjrias técnicas
de diagnostico para Syphacia spp., e as mais utilizadas sdo a impressao da fita adesiva da regido
perianal, flutuacgao fecal, exame macroscopico do conteudo intestinal e exame histolégico'57202,

As coldnias de camundongos devem ser monitoradas trimestralmente e, dependendo das
circunstancias e necessidades, o monitoramento e o programa de controle sanitario dos animais
para diagnéstico de agentes patogénicos podem ocorrer de forma mais frequente'”%,

Segundo a Federagao das Associagcdes Europeias de Ciéncia em Animais de Laboratério (FELASA),
no programa de monitoramento sanitdrio de roedores sdo preconizados, os exames de parasitologia,
imunologia, anatomia patoldgica e bacteriologia'®. Este programa é utilizado para verificar a saude dos
animais na col6nia através da deteccao de agentes patogénicos primarios e secundarios oportunistas
em animais utilizados como biomodelos na experimentagao animal*>'927-2°,

Os animais sentinelas sao utilizados nas colénias e mantidos neste local como forma de controle
de patégenos, no minimo quatro semanas antes do inicio do programa de monitoramento sanitério
e, nas mesmas condicdes da criacdo. Periodos de exposicao mais longos (12 a 16 semanas) séo
preferiveis, pois pode ser necessario maior tempo de exposicdo para deteccdo de determinados
microrganismos'“.

Algumas instituicdes internacionais utilizam métodos alternativos como forma de controle de
patégenos nas salas de criacdo, nao havendo necessidade de enviar os animais sentinelas para o
controle sanitario. Desta forma, a sauide, o bem-estar e a integridade dos animais seriam mantidos.
Tais métodos se baseiam na deteccao de patégenos pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) de amostras bioldgicas coletadas em equipamentos presentes das salas de criagao, como filtros
de exaustao, por exemplo. Alguns autores afirmam que a PCR é uma técnica mais sensivel e eficaz
para a deteccao de agentes infecciosos detectados em camas sujas de gaiolas, quando comparada
com o método tradicional de animais sentinela®.

Em contrapartida, a FELASA ainda recomenda o uso de animais sentinela, uma vez que esta
técnica ainda se mostra muito eficaz e traz excelentes resultados, principalmente porque sao capazes
de minimizar erros nos diagnosticos. Recomenda-se utilizar uma amostragem inicial de cerca de 10%
do total de animais por sala. Em recintos com mais de 100 animais, recomenda-se em torno de 10 a
12 individuos sentinelas*.

O objetivo deste trabalho foi realizar inclusdo do método Graham para avaliacdo da eficacia do
diagnéstico de Syphacia spp., através de uma andlise comparativa entre os métodos de Graham e o
exame direto da mucosa intestinal de 60 camundongos sentinelas fémeas outbred stock Swiss webster
com idade média de trés meses, procedentes das instalacdes de roedores de um biotério de criacao.

MATERIAIS E METODOS
Principios éticos
O presente estudo se encontra licenciado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (n° LW-

27/17, Ceua-Fiocruz).
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O estudo de identificacdo de S. obvelata foi conduzido com camundongos Swiss Webster com
status SPF (Specific Pathogen-Free), procedentes das instalacdes de roedores de um biotério de criacao
no Rio de Janeiro/RJ. Os animais foram enviados para o laboratério de controle de qualidade animal
da mesma instituicdo, para a realizacdo do monitoramento sanitéario da colonia.

Foram utilizados 60 camundongos sentinelas SPF do biotério de criacdo com barreiras sanitarias
e foram monitoradas sete salas (A1 a A7), incluindo cinco salas de criacao e duas de matrizes. Todos
os animais sentinelas SPF eram fémeas outbred stock Swiss Webster com idade média de trés meses e
peso médio de 269, provenientes de sete salas de criagdo monitoradas. Uma vez que a FELASA ndo
estabelece critérios quanto ao sexo do animal sentinela, podendo ser escolhidos aleatoriamente, e
tendo em vista que havia um nimero maior de fémeas do que machos na criacao, optou-se em utilizar
somente fémeas como sentinelas neste trabalho. Os animais foram criados em racks individualmente
ventilados, mantidos em ambientes controlados, com temperatura de 18 a 22°C e umidade de 45 a
55%, ciclo regular e automatizado de luz (claro/escuro); e alojados em gaiolas de polissulfona (37,0 cm
comprimento x 24,2 cm largura x 24,0 cm altura), forradas com maravalha autoclavada, com oferta
de dgua e racdo comercial autoclavadas ad libitum diariamente. Os animais SPF da criacdo analisada
sdo livres dos patdgenos especificados na Tabela 1.

Quando os animais sao recém-chegados de outra instituicdo para compor uma nova coloénia,
o biotério aqui analisado normalmente mantém esses animais em uma éarea de quarentena, onde
sdo mantidos em isoladores. Neste periodo sdo realizados exames de monitoramento sanitério para
confirmacdo da certificacdo sanitaria dos biomodelos importados. Assim, foram realizadas analises
de identificacao da presenca de possiveis patdgenos conforme recomendacéo previamente descrita
(Tabela 1).

Tabela 1. Agentes infecciosos recomendados pela FELASA para monitorar em colonias de camundongos (Mus
musculus) de criagao SPF

Virus Bactérias Parasitas
Virus da Hepatite Murina (MHV) Helicobacter sp. Acaros e piolhos
Rotavirus(EDIM) Pasteurella pneumotropica Syphacia obvelata
Norovirus murino (MNV) Streptococcus beta hemolitico Syhacia muris

Virus Diminuto de Camundongos
(MMV) Parvovirus de camundongo
Virus da Encefalomielite murina

Balantidium spp. Aspiculuris tetrap-

Streptococcus pneumoniae .
P p tera, Rodentolepis nana

(Theiler)
Virus da Coriomeningite Linfocitica . .
Murina (LCMV) Citrobacter sp. Spironucleus sp
Adenovirus (MAV) Mycoplasma pulmonis Giardia muris
Ectromelia virus Salmonella spp. Entamoeba muris

Pneumovirus de camundongos
(PVM)

Reovirus tipo 3 (REO 3)

Streptobacillus moniliformis

Sendai virus

Fonte: FELASA™

Os animais sentinelas foram posicionados de forma estratégica em racks individualmente
ventilados e devidamente identificados, com trés meses de antecedéncia ao monitoramento sanitario.
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A quantidade de exemplares seguiu a proporcao recomendada, utilizando 10 animais de cada sala,

considerando que todas as salas desse biotério abrigam mais de 100 animais'®. Os camundongos
foram submetidos a exames parasitoldgicos nos periodos do programa do monitoramento sanitario
de acordo com o cronograma pré-estabelecido.

Quanto ao programa de manejo dos animais sentinela, o cronograma foi encaminhado ao
biotério de criagao com no minimo trés meses de antecedéncia (16 semanas) da data de inicio do
monitoramento sanitério. Os animais sentinelas foram separados e acondicionados em gaiolas
individuais, de acordo com o que ficou acordado no planejamento. Durante o manejo da col6nia de
criacdo, uma vez por semana, foi realizada a troca da cama de maravalha e da racdo das gaiolas de
acordo com recomendacao da FELASA™. Os animais sentinelas foram manuseados sempre ao final
de cada manejo e expostos a maravalha e racdo suja de outros animais. Foram mantidos os cuidados
necessarios com o animal sentinela, a fim de evitar possiveis transmissdes de agentes patogénicos
para os outros animais.

Eutanasia dos animais, coleta e processamento das amostras

Os animais foram previamente submetidos a eutandsia, com a associacdo de cloridrato de xilazina
2% (10 mg/kq) + cloridrato de cetamina (80-100 mg/kg) por via intramuscular, como medicagdo pré-
anestésica e, em seguida, receberam thiopental 2,5% (150 mg/kg) por via intra-cardiaca’. Apds a
eutandsia, antes da necropsia do animal foram colocadas fitas adesivas na parte perianal do animal
para confeccdo das laminas.

Método da Graham

Os animais, foram dispostos em decubito ventral em uma placa de cortica, revestida com papel
filtro. Laminas de microscopia com ponta fosca foram previamente identificadas com o nimero de
identificacdo interna do animal, utilizando lapis preto. Em seguida, um pedaco de aproximadamente
5 cm de fita de celofane transparente nao fosca (comprimento suficiente para ser manipulada por
uma extremidade sem tocar a sua regido central), foi fixada firmemente sobre a regido perianal do
animal e anexada a lamina previamente identificada.

Apos a confeccao das laminas, foi feita a leitura em microscépio éptico Eclipse Ni-E Nikon®, de
campo claro, com aumentos de 10x, 20x e 40x. A avaliacdo das laminas foi realizada campo a campo,
até que toda a area da laminula fosse inspecionada para identificacdo e quantificacdo dos ovos de
S. obvelata. No caso de leitura de amostras com auséncia do parasito, uma nova leitura por outro
colaborador era realizada?*2>%3",

Processamento e exame macroscopico da mucosa intestinal

Os animais foram submetidos ao exame anatomopatolégico, realizando-se uma incisao pré-
retroumbilical na linha mediana do abddmen e abertura da musculatura, removendo todo o intestino.
Uma vez removido, o intestino foi acondicionado em placas de Petri estéreis, descartaveis e macerados
com 3 mL de solucdo salina de NaCl 0,85%, utilizando uma tesoura cirtrgica de ponta fina (Buck
Spencer®, tamanho 11cm). Posteriormente, realizou-se o exame macroscépico pela observacao do
macerado intestinal diretamente numa lupa, na placa de Petri sobre um fundo preto préprio para
pesquisa de helmintos. Foram retiradas aliquotas de diversos pontos da placa de Petri, tanto da
superficie como do fundo?®.

Processamento do exame direto da mucosa intestinal

Para cada amostra, foram confeccionadas trés laminas de microscopia e, quando alguma
apresentava auséncia dos parasitas, era realizada dupla conferéncia, resultando um total de seis
laminas por andlise.

Para cada técnica, a leitura foi realizada em microscopio éptico Eclipse Ni-E Nikon®, de campo
claro, com aumentos de 10x, 20x e 40x em lentes objetivas de aumento. A avaliacdo das laminas foi
feita campo a campo 20x e 40x, até que toda a area sob a laminula fosse inspecionada.
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Quando um parasito adulto era visualizado, realizava-se a coleta deste com auxilio de uma

pinca anatdomica de disseccao para montar a lamina para exame direto e identificacdo das diversas
formas parasitarias (adulto macho ou fémea, larva e ovos). Os machos deste parasito possuem em
sua morfologia trés projecoes cuticulares ou “mameldes’, os quais se localizam na regido central do
corpo do parasito e sua cauda é recurvada ventralmente com comprimento aproximado da largura
do corpo. Em ambas as técnicas, as amostras foram consideradas positivas quando constatada a
presenca do helminto, seja por deteccao de ovos, adultos ou larvas?.

Registro fotografico

Foram feitas fotomicrografias das imagens das laminas do método de Graham e exame direto
da mucosa intestinal. O registro foi realizado com o auxilio de uma camera digital Axio CamERc-5s°,
acoplada ao microscopio. Para andlise da microscopia digital foi utilizado o software AxionVision
Release®, versdo 4.8.2, 2010.

RESULTADOS

Os resultados demostraram uma frequéncia de 50% de ovos do parasito pela técnica de Graham
em 30 animais. Pela técnica do exame direto da mucosa intestinal, obtivemos uma frequéncia de
8,33% de varias formas: ovos, larvas, fémeas adultas e machos adultos, encontrados em 5 animais.
Deste modo, foram verificadas diferencas significativas entre o método de Graham e o exame da
mucosa intestinal (p > 0,001, a nivel de 95%, pelo teste de Fisher exato).

Conforme a Tabela 2, observou-se que o método de Graham facilitou a visualizacdo de ovos
de S. obvelata, demostrando ser um método mais eficaz para detectar o ovo do parasito, quando
comparado com o exame direto da mucosa intestinal e descartando uma falsa auséncia do agente
nas analises dos resultados de rotina do biotério.

Tabela 2. Carga parasitéria de Syphacia obvelata obtida da andlise comparativa entre os métodos de Graham e o exame
direto da mucosa intestinal de camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster

Syphacia Syphacia Ovos de Larvas de Amostras
P Amostras . . ies
Técnica ) obvelata obvelata Syphacia Syphacia positivas
Macho Fémea obvelata obvelata (%)
Técnica de 60 Nao Nao . Nao 50
Graham detectado detectado detectado
Exame direto
da mucosa 60 + ++ + + 83

intestinal

n: nimero de amostras; Carga parasitaria: + 1-100; ++ 101-300; +++ > 301. Fonte: Flynn®*

Pelo método de Graham, ficou claro que o ciclo do parasito ainda estava no inicio da infeccao,
uma vez que foram encontrados os ovos na area perianal do animal. Em contrapartida, o método
direto da mucosa intestinal permitiu observar as formas larvares e parasitos adultos, bem como ovos
na mucosa intestinal. Isso reforca que o método Graham deve ser adicionado no controle sanitério
da coldnia, para servir de controle da barreira sanitaria da colonia.

A partir dos dois métodos parasitolégicos, foram encontradas todas as formas parasitarias de
S. obvelata, sendo ovos, pelo no método de Graham (Figura 1); ovos e larvas, pelo exame direto da
mucosa intestinal (Figura 2); e formas adultas de machos e fémeas, pelo exame direto da mucosa
intestinal (Figura 3).
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Figura 1. Fotomicrografia de lamina do método da Graham realizada em camundongos fémeas com trés meses da
linhagem Swiss Webster, infectadas naturalmente nas colénias. Ovo de Syphacia obvelata. Microscopia pticaaumento
(40x) Fonte prépria.

Figura 2. Fotomicrografia de lamina do método direto da mucosa intestinal obtida através de camundongos fémeas
da linhagem Swiss Webster com trés meses de idade e infeccao natural. (A) Ovo de Syphacia obvelata. (—) Microscopia
Optica aumento (40x); (B) Larva de Syphacia obvelata. (—) Microscopia 6ptica aumento (40x). Fonte prépria.

Figura 3. Fotomicrografia do método de exame direto da mucosa intestinal obtida de analise de amostras de camun-
dongos fémeas com trés meses da linhagem Swiss Webster, infectadas naturalmente pelo parasita na colénia. (A) Macho
adulto de Syphacia obvelata, evidenciando morfologicamente trés projecdes cuticulares ou “mameldes” localizados
na regiao central do corpo do parasito e cauda em recurvada ventralmente. (—) Microscopia 6ptica aumento (40x);
(B) Fémea adulta de Syphacia obvelata, evidenciando es6fago, bulbo esofagiano e intestino. (—) Microscopia 6ptica
aumento (40x). Fonte prépria.
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DISCUSSAO

O gerenciamento das colonias e da eficacia do sistema de barreiras sanitarias, com promocéo de
ambientes controlados, incluindo monitoramentos genético e sanitario periédicos, sdo fundamentais
paraa manutencdo da qualidade dos animais e, consequentemente, dos resultados dos experimentos
neles desenvolvidos'''?2, No biotério de criacdo em estudo houve quebra de barreiras, permitindo
acesso ao S. obvelata, detectado no programa de monitoramento sanitario, fato que reforca a
importancia deste programa no plantel, para que condutas de manejo sejam imediatamente efetuadas
no tocante a correcao da quebra de barreiras e a eliminacdo do patégeno identificado.

Um método de monitoramento sanitario adotado nesta criacdo € o uso de animais sentinelas™.
Em ambientes com barreiras controladas, com a utilizacao da racks individualmente ventilados, os
animais devem ser tratados como sentinelas a partir de 3-4 semanas até completar 16 semanas. Eles
recebem o mesmo tratamento dos animais mantidos na criacdo, além da exposicao de maravalha e
racdo utilizadas por outros animais dessa sala. Esses animais sao excelentes exemplares para deteccao
erastreabilidade de patégenos presentes nas instalagdes de roedores®>2'131926 A instituicao estudada
utiliza rotineiramente camundongos outred como biomodelos para sentinela'®, obtendo resultados
satisfatérios no diagndstico de microrganismos em animais sentinelas de trés meses de idade no
programa de controle sanitario.

Os diagndsticos moleculares tornaram-se comuns em pesquisas de agentes infecciosos de animais
de laboratério. Contudo, manter ou substituir métodos sorolégicos, microbioldgicos e parasitoldgicos
ainda é uma questdo de estudos mais aprofundados no programa de monitoramento sanitario.
Em algumas situacdes, os testes baseados em PCR substituiram outros métodos tradicionais, enquanto
em outros casos, usando PCR em conjunto com outros métodos do uso de sentinelas, melhoram a
capacidade de monitorar infeccbes agentes oportunistas em colénias de animais de criacdo e seu
macro e microambiente?2 Devido aos potenciais riscos de diagnosticos indeterminados, o presente
biotério de criacdo ainda utiliza a técnica tradicional de animais sentinela, como forma de garantir a
qualidade sanitdria dos animais e controle de suas barreiras, até que este seja substituido por outros
métodos alternativos.

Ressalta-se que iniUmeros microrganismos que normalmente ndo causam sinais clinicos em
animais imunocompetentes podem acarretar doengas em animais imunodeficientes ou em animais
cuja resisténcia é reduzida. Portanto, ainda se torna imprescindivel monitorar esses animais por
sentinelas, que sdo capazes de detectar potenciais agentes oportunistas'>'93334,

As fémeas gravidas de S. obvelata migram do intestino para o reto, atravessam ativamente o
anus do animal infectado e depositam todos os seus os ovos diretamente sobre a pele na regido
perianal e, devido ao gasto de energia, acabam morrendo em poucas horas. Os ovos embrionados
se tornam infectantes e podem eclodir ali mesmo e retro infectar o animal. Por isso, sdo encontrados
ovos na parte perianal do animal e ndo no intestino, o que pode ser um indicativo de que a infeccao
parasitaria esta no inicio, quando associada a idade do hospedeiro analisado. Machos adultos ndo
sdo encontrados no intestino do animal, pois apds a fertilizacdo da fémea, o macho acaba morrendo
e é eliminado nas fezes®'”1826,

Existem divergéncias quanto ao tempo de sobrevivéncia dos ovos de Syphacia spp. no ambiente;
entretanto, sabe-se que o controle parasitolégico é um trabalho arduo, podendo ser comprovado
pelas falhas nas barreiras sanitérias, que sdao Imprescindiveis para impedir a entrada de agentes
patogénicos nas colénias'>3%,

O método de Graham no diagnéstico de infeccdes por Syphacia spp. em roedores deve ser
realizado na parte da manha, pois é o horario que o hospedeiro tera sua temperatura corporal reduzida
e a fémea da Syphacia spp. liberara os ovos na regido perianal do animal. A partir de meio dia, os
ovos poderdo se dispersar no ambiente® em funcao da leveza dos mesmos ou contaminar outros
camundongos com a presenca de formas infecciosas**'%?2, Devido a caracteristica do parasito, este
diagnéstico é mais indicado para deteccao de ovos no inicio e no final do seu ciclo®'"?02%36, Desta
forma, identificou-se neste estudo a necessidade de adicionar o diagnéstico de Syphacia spp. através
do método de Graham, em associacdo ao exame direto da mucosa intestinal, para a deteccao de
todas as formas do agente parasitario.
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Portanto, os resultados demonstraram que é possivel inferir que o método de Graham? é capaz

de ampliar o espectro de identificacdo de S. obvelata, sendo esta técnica adotada como diagnoéstico
padrao no monitoramento sanitario da criacdo animal estudada. Tal técnica auxilia nas condutas de
manejo a serem empregadas nesta criacao, em prol do controle e erradicagao do parasito em questao.

O coeficiente Kappa de Fleiss é usado quando colaboradores independentes realizam mais de
uma leitura da mesma amostra analisada, como uma forma de garantia da qualidade das amostras
analisadas'>?°. As andlises realizadas no presente estudo indicaram que a leitura das seis laminas por
amostras de fezes foi satisfatéria para padronizar esta metodologia. Nesta avaliacao, constatou-se
que a leitura adotada contribuiu para a eficiéncia e reducao na falha do diagnéstico de parasitoses,
bem como permitiu o estabelecimento e validacdo da técnica no servico de parasitologia.

Por fim, afirma-se que possiveis infec¢des intercorrentes com outros microrganismos ou parasitas
podem alterar os resultados experimentais, fazendo-se necessdria aimplementacao de um programa
continuo de monitoramento sanitério, além da manutencao em instalagées adequadas e, eliminacao
de agentes patogénicos de um biotério?>'2'3?7, Neste contexto, é vélido enfatizar que o método
de Graham deve ser adotado como uma técnica complementar as rotineiramente utilizadas em
programas de controle da qualidade sanitéria de animais de laboratério.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a inclusdo do método de Graham para
pesquisa de S. obvelata no programa de monitoramento sanitério, permite detectar ovos do parasito
estudado na regido perianal e, dessa forma, descartar o diagnéstico falso negativo nas amostras
analisadas. O método, assim, possibilitaampliar o espectro de identificacdo de S. obvelata, bem como
compreender melhor o ciclo do parasito em questao, em que os machos adultos morrem na fecundacao
e as fémeas adultas morrem em poucas horas no momento de liberacdo dos ovos. E vélido salientar
que esta é uma técnica de facil e rapida execucdo, ja que a coleta da amostra pode ser realizada pelo
proprio profissional técnico da criacdo, sem a necessidade de envio do animal ao laboratério.

Assim, o emprego dos métodos de Graham e exame direto da mucosa intestinal pode ser
considerado como padrdo no monitoramento sanitario, pois com este conjunto de técnicas é
possivel assegurar que todas as possibilidades de erro na deteccao do parasito sejam esgotadas, ja
que a associacao dos mesmos evidencia todas as formas do parasito, ou seja, ovos, larvas, adultos
machos e fémeas.
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