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RESUMO

E comprovado que a qualidade da rac&o peletizada disponivel para animais de laboratdrio
ird influenciar a condigdo sanitéria destes biomodelos. Mesmo havendo esterilizacdo
prévia das racdes que serdo utilizadas nos comedouros, estas podem se contaminar devido
ao manuseio, estocagem e contato com o préprio animal e ambiente. Devido a estas
possiveis vias de contaminacao, este trabalho teve como objetivo verificar a qualidade
microbioldgica de racOes irradiadas e autoclavadas e avaliar por quanto tempo elas
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mantém a qualidade higiénico-sanitaria quando dispostas nos comedouros. Essa
verificacdo se torna relevante ja que, geralmente, as racfes sdo trocadas integralmente
semanalmente, mas poderiam somente ser repostas gerando economia. Para atingir esse
objetivo foi realizada a pesquisa de microrganismos indicadores durante o periodo de
manutencdo da racdo (7 e 14 dias) nas gaiolas dos camundongos. O experimento foi
realizado com quatro grupos de camundongos da linhagem C57BL/6J para cada racao.
As racdes foram marcadas permitindo assim a sua diferenciacdo para comparacgédo da sua
qualidade/tempo de exposicdo. Apos as anélises microbioldgicas das racoes, 0s resultados
apontaram auséncia de Salmonella spp. e também contagem de microrganismos
mesofilos totais, bolores, leveduras, coliformes totais e termotolerantes abaixo dos limites
maximos estabelecidos na literatura. A analise mostrou que apds todo o periodo de
exposicao, as racdes mantiveram boa qualidade higiénico-sanitéria e que é possivel repor
a racdo por cima da previamente utilizada em até 14 dias sem prejuizo de sua qualidade.

Palavras-chave: qualidade higiénico-sanitaria, analise microbioldgica, racdo, linhagem
c57bl/6j.

ABSTRACT

The quality of pelleted feed available for laboratory animals is directly linked to the health
condition of these biomodels. Even if there is previous sterilization of the rations that will
be used in the feeders, they can be contaminated due to handling, storage and contact with
the animal and the environment. Due to these possible routes of contamination, this work
aimed to verify the microbiological quality of irradiated and autoclaved rations due to
evaluating how long they maintain this hygienic-sanitary quality. This verification
becomes relevant since, generally, the food is completely changed weekly, but it could
just be re-added, generating savings. To achieve this objective an investigation of
indicator microorganisms was carried out during the period of maintenance (7 and 14
days) of the feed in the mice cages. The experiment was carried out with four groups of
C57BL / 6J mice for each diet. The feed were marked, thus allowing their differentiation
to compare their quality / exposure time. After microbiological analysis of the diets, the
results obtained were: absence of Salmonella spp. and counting of total mesophilic
microorganisms, molds, yeasts, total and thermotolerant coliforms below the maximum
limits established in the literature. Thus showing that, after the entire period of exposure,
the feed maintained good hygienic-sanitary quality, and that it is possible to add animal
feed on top of that previously used in up to 14 days, without compromising its quality.

Keywords: hygienic-sanitary quality, microbiological analysis, feed, line c57bl / 6j.

1 INTRODUCAO

Os animais de laboratério sdo muito importantes para a pesquisa e para 0
desenvolvimento da area de salde e por isso, nos dias atuais, exige-se que esses tenham
padrdes sanitarios e genéticos conhecidos. Para obter esses padrdes sdo necessarios:
instalagOes apropriadas, equipamentos especializados e pessoal capacitado (Majerowicz,
2008). Assim, havera um aumento na confiabilidade dos resultados, ja que estes animais

serdo criados com qualidade (Andrade et al, 2006). Além disso, menos animais serdo
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necessarios para atingir os resultados experimentais, reduzindo o tempo de pesquisa,
diminuindo os custos, reduzindo os riscos para a saude humana devido a zoonoses e
proporcionando bem-estar e salde para esses animais (Majerowicz, 2008).

Logo, é necessaria a criacdo de barreiras sanitarias eficientes para que esses
animais nao sejam contaminados com microrganismos provenientes do meio externo. Um
importante ponto critico para o qual devemos dar total atencdo é a sua alimentag&o, pois
se a ragdo oferecida para esses biomodelos ndo estiver isenta de microrganismos
patogénicos, poderd afetar a saude desses animais, impactando assim no sucesso do
desenvolvimento de um experimento (Reis, 2008; Shahhossein et al, 2019).

Portanto, para que os animais sejam criados com mais qualidade, as ra¢cdes devem
ser isentas de contaminantes quimicos e microbioldgicos (Lapchik et al, 2017), possuir
nutrientes especificos para cada espécie, formulacdo conhecida e sem variacdes (NRC,
2010). Além disso, devem ser palataveis e oferecidas diariamente, j& que o bom
desenvolvimento desses animais dependera da composicao da racdo que eles consomem
e da qualidade que esta possui (Carvalho et al, 2003).

Com base em nossa pesquisa na literatura, observa-se com consonancia das
opiniBes de Santos e colaboradores (2000), Longo e colaboradores (2010) e Americano
(2016), que existem poucos trabalhos referentes ao controle microbioldgico das racdes,
ainda mais associados a animais de laboratério, gerando entdo, a necessidade de estudos
que abordem este assunto, ja que a qualidade deste tipo de alimentacdo e a forma como é
provida comprometem o padrdo sanitario desses animais. Segundo esses autores, 0S
microrganismos que indicam a qualidade higiénico-sanitaria de racdes sdo: mesofilos
totais, bolores, leveduras, coliformes totais e termotolerantes e a bactéria Salmonella spp..
Sendo a ultima de maior importancia clinica veterinaria e os coliformes termotolerantes,
os melhores indicadores de contaminacdo fecal, pois o principal microrganismo deste
grupo é a Escherichia coli (Santos et al, 2000; Longo et al, 2010; Americano, 2016).

Nos biotérios de criacédo, apesar das racoes e de todo material que entra em contato
com os animais ser esterilizado, ndo ha consenso se a ra¢do remanescente nédo utilizada
no comedouro das gaiolas deva ser toda descartada no momento da limpeza da gaiola, s6
descartada se estiver muito roida ou com aspecto ruim, ou ser somente complementada
(racdo nova colocada por cima da antiga) e nédo totalmente trocada. Além disso, 0 seu
manuseio, mesmo que indireto, durante a manutencdo dos animais, a estocagem e 0
contato com os camundongos durante o periodo de consumo, pode levar a contaminagéo

e possivel problema na qualidade deste alimento. Os raros trabalhos encontrados nédo
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consideram o tempo de exposi¢ado/reposicao da racdo, informacéo de extrema importancia
a ser analisada.

A partir deste cenario, este trabalho investigou a qualidade microbioldgica das
racdes disponibilizadas para roedores de uma col6nia de criacdo SPF (Specific Pathogen
Free) ao longo do tempo de permanéncia padrédo das racdes nas gaiolas, e se realmente
haveria a necessidade da troca total da racdo semanalmente ou se o procedimento somente
de reposicao é suficiente, visando a manutencdo do status sanitario dos animais, bem-
estar, reducdo do numero de animais criados, manutencdo da qualidade da racéo e
economia. Para este fim, foram pesquisados microrganismos indicadores, como 0s
mesdfilos totais, coliformes totais e termotolerantes, bolores, leveduras e patogénicos,
como Salmonela spp. (Lapchik et al, 2017; Girio et al, 2012; Chinchilla et al, 2021),
durante todo o periodo de manutencdo dos animais nas gaiolas, com o objetivo de
verificar se a racdo mantinha sua qualidade microbiol6gica mesmo sendo reposta apenas

parcialmente.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 RACAO

O material utilizado em nossa pesquisa incluiu ra¢ées comerciais em forma de
pellet: Nuvilab® CR1 - autoclavavel e Nuvilab® CR1- irradiada, ambas fabricadas pela
Quimtia Brasil.

A racdo irradiada foi esterilizada por irradiacdo gama pela Companhia Brasileira
de Esterilizacdo na dose de 10 kGy, enquanto a racdo autoclavavel foi autoclavada no
campus da Fiocruz Manguinhos, por 121°C/ 20 minutos em autoclave vertical de dupla
porta da marca Getinge, modelo: PACS 2000 no Laboratoério de Experimentacdo Animal
- LAEAN/Bio-manguinhos/ FIOCRUZ.

2.2 ANIMAIS

Foram utilizados 40 animais da linhagem C57BL/6J, SPF (Specific Pathogen
Free), de oito a doze semanas (CEUA INCA parecer: 001/19). O namero amostral foi
baseado nos trabalhos de Reis (2008), na RDC n° 12 da ANVISA (2001) e em Clarke e
colaboradores (1977). Sendo 20 animais (10 machos e 10 fémeas) alimentados com ragédo
irradiada e 20 animais (10 machos e 10 fémeas) com a autoclavada. Em cada gaiola foram

colocados 5 animais, formando assim 4 gaiolas (grupos) por tipo de racéo.
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Os camundongos ficaram em mini-isoladores que foram colocados em racks
ventilados (Alesco®) possuindo dupla filtragem com pré-filtro e filtro absoluto (HEPA).

Os animais foram adquiridos e mantidos na &rea de criacdo de recursos animais
do Instituto Nacional de Cancer a uma temperatura de conforto de 21 a 24°C, umidade de
40 a 60% e com ciclo de iluminacdo de 12/12 horas (claro/escuro) seguindo as
recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA, 2013)

Foram utilizados animais de 8 a 12 semanas, que € a faixa etaria mais utilizada no
Inca, sendo que estes consumiam a racdo autoclavada ou a racdo irradiada desde o
desmame.

A &gua e ragdo foram fornecidas ad libitum durante todo experimento, sendo a
agua e gaiolas trocadas uma vez por semana durante a manutencao desses animais. As
novas racdes, previamente diferenciadas, foram adicionadas por cima da racdo
remanescente durante a manutencdo desses animais. Todos 0s insumos componentes do
microambiente foram esterilizados por autoclavagem 121°C por 20 minutos, sendo a troca
de todos os materiais realizada em modulo de troca da Alesco®.

3 DESCRICAO DOS ENSAIOS
3.1 TESTE INICIAL DE ESTERILIDADE DA RAQAO

Esta andlise foi realizada quando os sacos de racdes (autoclavada e irradiada)
foram abertos para verificar se o processo de esterilizacdo foi eficaz. Quando nao €
utilizado todo o saco de racdo este é lacrado e guardado em modulo de troca por no
maximo uma semana. Para verificar se 0 manuseio e estocagem, ap0s abertura das
embalagens, ndo alterou seu contedo microbioldgico foi retirada outra amostra para
analise apos uma semana do saco aberto. As amostras foram retiradas da parte de cima e
do meio do saco e misturadas para analise, totalizando 10g para cada ensaio. Todo o
procedimento foi realizado de forma asséptica em maédulo de troca utilizando-se luva
estéril. As analises consistiram em testes de contagem de mesofilos, bolores e leveduras,

seguindo as recomendacdes da Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010).

3.2 MARCACAO DAS RACOES
Depois do teste de esterilidade, as embalagens de racfes (racdo autoclavada e

racdo irradiada) foram abertas em modulo de troca (Alesco®) e com o auxilio de um
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pincel e luva estéril marcou-se todo o pellet com o corante alimenticio liquido da marca
Arcolor®.

O corante foi esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 um, utilizando-se,
para cada pellet de racdo, aproximadamente de 0,3 mL a 0,5 mL do corante previamente
diluido 1:10, seguindo as recomendac0es de Siqueira e colaboradores (2020). De acordo
com esses autores, o corante ndo influencia o crescimento bacteriano e as ragoes
continuam palataveis, ndo havendo entre os animais, preferéncia no consumo entre a
racdo normal e a marcada, nem entre as diferentes cores.

Sendo assim, esse corante foi usado para diferenciar através das cores as racoes
iniciais dispostas no comedouro e as subsequentes, facilitando a anélise da qualidade

microbioldgica das mais antigas, sem haver incerteza na hora da coleta.

3.3 DISPOSICAO E COLETA DAS RACOES

Na primeira semana, foram colocadas em cada gaiola (4 gaiolas com racéo
irradiada e 4 gaiolas com racdo autoclavada) 220 g de racdo marcada com corante
comestivel tipo anilina na cor azul, que foi sendo consumida pelos animais durante 7 dias.
Apds esse periodo foram obtidas amostras para verificar a presenca de microrganismos
indicadores, de onde retirou-se de forma asséptica 25 g desta racdo para analise de
Salmonela spp. e 10 g para as outras andlises (figura 1). As anélises foram realizadas no
Laboratdrio de analise microbioldgica de alimentos e agua, do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS - Fiocruz), seguindo as determinacdes da
Farmacopeia brasileira (ANVISA, 2010), de Feng et al (2018) e de Andrews et al (2018).

Figura 1. Esquema das andlises microbioldgicas das ragbes marcadas com corantes comestiveis.
Dia 0 Dia7 Dia 7

i 4+ & T

25g(Samonela spp.) e
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Analises
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No momento em que foram retiradas as aliquotas da ragéo colorizada de azul, para
andlise (1 semana apo6s colocadas), foram colocadas por cima das ragcGes remanescentes
110 g de ragéo colorizada em vermelho, completando assim o comedouro de ragéo, de
acordo com a rotina que é realizada seguindo o POP (procedimento operacional padréo)
de manutencdo animal da area de recursos animais do Instituto Nacional de Cancer
(INCA).

Apo6s uma semana desta reposi¢do, foram realizadas analises microbiolédgicas
novamente dos pellets iniciais corados em azul, pois correspondiam as racdes mais
antigas da gaiola (14 dias no comedouro), seguindo 0 mesmo protocolo do procedimento
anterior (figura 1). Esse procedimento foi realizado para verificar se o processo de
completar o comedouro com ragdo nova, sem o descarte da antiga, poderia ser realizado.
No entanto nos comedouros onde ndo havia amostra de racdo azul (14 dias no comedouro)
suficiente para analise, foi também retirado parte de racdo vermelha (7 dias no
comedouro) para que a quantidade necessaria para a analise da qualidade da racdo fosse

atingida.

4 ANALISE MICROBIOLOGICA
4.1 PREPARO E DILUICAO DAS AMOSTRAS DE RACAO

Para pesquisa de Salmonella spp. foram adicionados 225 mL do diluente (cloreto
de sodio — peptona com PH 7,0) & 25 g de racéo (diluicdo 101). Para a verificagdo da
presenca dos outros microrganismos, foram adicionados 90mL do diluente (cloreto de
sddio — peptona com PH 7,0) em 10 g de rac&o (diluicdo 101). A partir destas dilui¢Ges
foram preparadas diluicdes decimais sucessivas, pela transferéncia de 1 mL da diluigédo
anterior em 9 mL de diluente, obtendo as diluicdes 10° e 10° (ANVISA, 2010; Feng et
al, 2018; Andrews et al, 2018).

42 NMP-TESTE PRESUNTIVO PARA COLIFORMES TOTAIS E
TERMOTOLERANTES

Depois de realizadas as diluigdes seriadas das amostras de racéo, foi retirado 1 mL
de cada diluicéo e adicionado a uma série de trés tubos contendo o meio LST (caldo lauril
sulfato), ou seja, cada diluigéo foi realizada em triplicata para uma analise de trés tubos,
permitindo assim, que a avaliagdo do NMP (nimero mais provavel) de coliformes
presentes, fosse realizada (Feng et al, 2018). Os tubos com meio LST foram entdo

incubados a 35°C + 0,5°C por 24h e avaliados quanto ao crescimento e producdo de gas.
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Os tubos onde foi possivel evidenciar a producdo de gas foram registrados como
positivos. Os tubos onde ndo se observou formacao de gas foram novamente incubados
por mais 24h para registro final (Feng et al, 2018).

4.3 TESTE CONFIRMATORIO PARA COLIFORMES TOTAIS

A partir de cada tubo LST em que houve producdo de gas (positivo), foi transferida
uma aliquota da suspensdo para um tubo com caldo VBBL (caldo verde brilhante bile)
para confirmacdo dos coliformes totais. Estes tubos foram entdo incubados a 35°C +
0,5°C e examinados quanto a producao de gas em 48h. Com base na confirmacao de tubos
com gaseificacdo para trés diluicdes consecutivas, foi calculado o NMP dos coliformes
totais (Andrews et al, 2018).

4.4 NMP-TESTE CONFIRMATORIO PARA COLIFORMES
TERMOTOLERANTES/Escherichia coli.

Com o auxilio de uma alga bacterioldgica, foi retirada uma aliquota da suspensao
dos tubos que tiverem resultado positivo no teste presuntivo para E. coli e semeamos para
tubos de caldo EC (caldo Escherichia coli). Os tubos E.C foram incubados a 44,5°C por
24h/48h e examinados quanto a producéo de gas. Apos 48h calculou-se 0 NMP (Feng et
al, 2018).

4.5 TESTE DE IDENTIFICACAO DE COLONIAS DE E. coli

Os tubos com gaseificacdo foram agitados suavemente e com o auxilio da al¢a
bacterioldgica, foi transferida parte do conteldo para uma placa com dgar EMB de Levine
(Agar Eosina Azul Metileno), fazendo estrias (semeadura por esgotamento). As placas
foram incubadas por 24h a 35°C % 0,5°C e examinadas quanto a presenca de colénias
sugestivas de E. coli, isto é, colénias com um centro preto e com um brilho verde
metalico. No caso de haver presenca de colénias compativeis com E.coli € indicada a
realizacdo de testes bioquimicos confirmatorios do IMVIC (indol, vermelho de metila,

Vorges-Proskauer e citrato) (Feng et al, 2018).

4.6 PESQUISA DE Salmonella spp.
Para verificar se havia presenca de Salmonella nas amostras de racdo dispostas no
comedouro, as dilui¢des iniciais com cloreto de sédio e peptona obtidas foram incubadas

a 35°C/24h. Decorrido esse tempo, foi retirado 1 mL de cada dilui¢do e colocado em um
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tubo que continha 10mL do caldo tetrationato, 0,1 mL de verde brilhante a 0,1% e 0,2 mL
de iodeto de potéssio a 0,1%, e este foi incubado a 35°C por 24h. Foi colocado 0,1 ml das
diluicbes também em tubo contendo o caldo Rappaport Vassiliadis e incubado a 42°C/24h
(Feng et al, 2018). Apos 24h foi transferido de cada um dos tubos contendo o caldo
Rappaport Vassiliadis e caldo tetrationato, 0,1 mL para ser semeado nos meios, agar
Hektoen (HE) e Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD). Esses meios foram entio
incubados por 24h e observados se havia coldnias tipicas de Salmonella spp. que devem
apresentar-se transparentes, com ou sem centro preto, de cor rosa escuro nas placas
contendo XLD e coloragéo verde azulada nas placas com HE. No caso de haver presenca
de colbnias compativeis com Salmonella spp. é indicado a realizagdo de testes
bioguimicos (TSI, LIA e ureia) e confirmacdo através de sorologia (Andrews et al, 2018).

5 RESULTADOS
5.1 CONSUMO DE RACAO AUTOCLAVADA OU IRRADIADA

Na figura 2, pode-se observar o consumo da racéo corada de azul ap6s uma e duas
semanas. Demonstrou-se também a retirada da amostra desta racdo para as analises
microbioldgicas, bem como a racdo vermelha colocada por cima da ragdo remanescente
(azul). Onde observou-se que 0 maximo de tempo que a ragdo permaneceu no comedouro
foi 14 dias, ndo havendo amostra suficiente de racdo azul para analise depois desse
periodo. Sendo 0 mesmo padrdo observado em todas as gaiolas.

Figura 2. llustragdo do consumo de ragdo autoclavada e irradiada.
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5.2 CONTAGEM DE MESOFILOS, BOLORES E LEVEDURAS

A andlise inicial das racGes estéreis (irradiadas ou esterilizadas) apos a abertura
do saco (dia 0) indicou auséncia total para quaisquer dos microrganismos testados. Apos
uma semana da racdo aberta e armazenamento da embalagem dentro do modulo de troca

(dia 7), o resultado permaneceu o mesmo da analise inicial (tabela 1).

Tabela 1. Presenca de mesofilos, bolores e leveduras nas racdes estéreis analisadas.

Ragao Dia 0 Dia7

Mesofilos Bolores e leveduras Mesofilos Bolores e Leveduras
Autoclavada Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
Irradiada Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

Em contrapartida, para as ra¢fes que estavam no comedouro (coradas em azul)
sendo consumidas pelos animais (tabela 2), verificou-se que houve deteccdo de mesoéfilos
totais em todas as placas. Sendo o nimero maximo encontrado 1,0 x 103 UFC/g, ficando
a maioria dos resultados na faixa de 102 UFC/g. Ja na contagem para bolores e leveduras
o resultado obtido foi menor que <10 UFC/g (considerado auséncia de crescimento de
bolores e leveduras) na maioria das amostras (tabela 2). Porém, em uma das amostras da

segunda semana observamos 1,5 x 102 UFC/g (tabela 2).

Tabela 2. Contagem mesofilos totais, bolores e leveduras das amostras de ragdo durante o consumo pelos
camundongos.

Mesofilos Bolores e leveduras
Amostra/Gaiola 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Racéo 1 2,4 x 102 1,0x 103 <1072 <102
autoclavada 2 3,1 x 102 8,0 x 102 <102 <10
3 6,0 x 102 9,0x10 <107 1,5 x 102
4 6,0 x 102 4,7 x 102 <107? <107
5 2,0x10 2,2 x102 <107 <107
Racao 6 4.4 x10? 2,0 x 102 <102 <102
Irradiada 7 9,0x 10 10 x 10 <102 <102
8 5,0 x 102 6,1 x 102 <107? <107

Nota: Resultado em UFC/g (unidade formadora de col6nias por grama)

5.3 PESQUISA DE Salmonella spp. E CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS E
TERMOTOLERANTES (FECAIS)
Nenhuma das amostras analisadas evidenciou a presenca de Salmonella spp.. A

contagem do NMP para coliformes termotolerantes (fecais) foi menor que 3,0 NMP/g,
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sendo consideradas todas negativas segundo a tabela de NMP (tabela 3). Em relacdo a
coliformes totais (35°C), duas amostras apresentaram um resultado igual a 3,6 NMP/g
(tabela 3).

Tabela 3. Contagem de coliformes totais e termotolerantes das amostras de racdo durante o consumo pelos

camundongos.
Coliformes totais Coliformes termotolerantes
Amostra/Gaiola 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Racéo 1 <3,0 3,6* <3,0 <3,0
autoclavada 2 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
3 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
4 3,6 <3,0 <3,0 <3,0
5 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
|r$:§;%a 6 <3.0 <3.0 <3.0 <30
7 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
8 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0

Nota: Resultado expresso em NMP por grama (NMP/g). * Limite inferior confiavel (LIC) = 0,17 e Limite
superior confiavel (LSC) = 18 e o restante das amostras LIC= - e LSC=9,5.

6 DISCUSSAO

Se a racdo oferecida para os animais de laboratério ndo estiver isenta de
microrganismos, podera interferir ndo s6 na saude animal (Reis, 2008), mas também nos
resultados dos experimentos que vierem a utiliza-los (Majerowicz, 2008). Essa premissa,
associada ao fato de existirem raros trabalhos associados ao controle microbiolégico de
racdo de animais de laboratorio, incorre na necessidade de mais estudos sobre o assunto,
ja que a alimentacdo compromete o padrdo sanitario desses animais (Americano, 2016).

Partindo das recomendacdes da ANVISA (2010) e Bugno (2015), que amostras
para serem consideradas estéreis devem apresentar auséncia total de crescimento de
microrganismos Vviaveis, podemos considerar, que ambos os processos de esterilizacdo
utilizados nesse estudo, foram inicialmente eficazes e 0 manuseio ap6s a abertura dos
sacos de racOes foi adequado (tabela 1). No entanto, ap6s serem dispostas nos comedouros
e 0 consumo pelos animais ter-se iniciado, verificamos contagem positivas para presenca
de mesdfilos totais em todas as placas (tabela 2).

Considerando que no Brasil ndo ha legislacdo nem referéncia de valores para
contagem de mesofilos totais em racdo animal, utilizamos os padrdes recomendados por
Andriguetto e colaboradores (2002), que consideram quantificagbes menores que
108UFC/g como um indice ideal. Esse valor vem sendo utilizado por diferentes autores
como referéncia para contagem de mesofilos totais em racdo e em outros alimentos
(Americano, 2016; Girio et al., 2012; Neto et al., 2019)
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Assim, nossa andlise permitiu afirmar que os microrganismos detectados nao sdo
provenientes da racdo ou sua matéria-prima, ja que testes preliminares do controle de
esterilidade foram realizados e ndo houve nenhum crescimento detectado. Além disso,
como a contagem de mesofilos totais em nosso estudo foi abaixo do padréo estabelecido
na literatura (tabela 2), as ragdes analisadas, apesar de ndo permanecerem estereis, se
conservaram proprias para o consumo dos animais, pois mantiveram um adequado padrao
higiénico-sanitario.

Foi possivel observar também, durante o experimento, que na maioria das
amostras houve um aumento na contagem de mesofilos totais aos 14 dias, excetuando-se
as amostras 3, 4 e 6 (tabela 2). Isso pode ter ocorrido, pois 0s animais destas gaiolas se
alimentaram menos da rac¢ao azul (que permaneceu no comedouro por 14 dias) durante a
ultima semana, dando preferéncia para a racdo vermelha que era mais nova. O que nao
aconteceu com as outras gaiolas, onde a racdo mais consumida continuou sendo a azul,
pois estava mais perto da base do comedouro. A hip6tese que consideramos para tal
achado sugere que por estarem mais tempo expostos e mais roidos, esses pellets tiveram,
portanto, maior contato com a saliva e patas dos animais, sendo mais manipulados pelos
roedores. Esse resultado corroborou com o trabalho de Ponath e colaboradores (2016),
que sugeriram ser a manipulacdo dos alimentos uma das principais causas de
contaminagéo.

Apesar da presenca de microrganismos, todos os indices de contagem ficaram
abaixo do limite minimo recomendado pela literatura, ndo afetando a qualidade higiénico-
sanitaria, segundo os padrdes atuais.

Em relacdo a contagem de bolores e leveduras da ragdo disposta nos comedouros
os valores encontrados nessa pesquisa (tabela 2) estdo dentro do padrdo aceitavel para o
consumo deste alimento que deve apresentar contagens abaixo de 10* UFC/ g da amostra.
Segundo Rebonatto (2017), como nédo ha legislacao para limites de contagem para bolores
e leveduras em racdo animal utiliza-se o padréo utilizado nos Estados Unidos e em paises
da Unido Europeia para certificacdo de racdo animal, que recomendam contagens
inferiores a 10* UFC/g. Esses valores sdo utilizados como pardmetros pelas industrias
como indicativo da qualidade microbiolégica das ra¢es (Rebonatto, 2017).

De acordo com Souza e Souza (2019), a contaminagdo da racdo por fungos é
favorecida pelo contato da racdo com o ar, 0 manuseio inadequado do produto, umidade,

temperatura e o proprio processo de fabricagdo. Além disso, quando existe substrato
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apropriado, ocorre a multiplicacdo dos microrganismos e producédo de metabdlitos toxicos
(Moura et al, 2014)

Esses metabdlitos flngicos podem causar toxicidade alimentar, visto que
determinadas espécies de fungos, em condi¢cGes de armazenamento e conservagdo
inadequada produzem micotoxinas na superficie dos alimentos. Essas toxinas ao serem
ingeridas pelo homem ou animal, podem causar problemas de saude leves e até mesmo
mais graves devido ao seu potencial carcinogénico (Moura et al, 2014). Segundo
Chinchilla e colaboradores (2021), essas toxinas podem afetar enormemente a colénia de
producdo, j& que tem efeito no sistema reprodutivo de camundongos. Como a
contaminagdo por micotoxinas em racdes € uma preocupacao de seguranca global, é
necessario um controle eficaz desses compostos toxicos (Mufioz-Solano e Gonzélez-
Pefias, 2020).

Para evitar essa contaminacdo, Hilmann e colaboradores (2015), recomendam
que as racdes oferecidas aos animais devem ser armazenadas em temperaturas de 21,5 a
23,6°C e umidade relativa do ar de 59 a 65%, preservando assim as matérias-primas.
Como as ragOes analisadas no presente estudo foram armazenadas e consumidas pelos
animais seguindo esses parametros, é possivel que essa condi¢do tenha dificultado o
crescimento fungico, o que possibilitou a manutencdo do padrdo higiénico-sanitario das
racbes. O que também foi relatado por Chinchilla e colaboradores (2021), que
mantiveram as ragdes analisadas seguindo esses parametros e como resultado obtido foi
auséncia de metabolicos fuangicos. De qualquer forma, devido ao aumento da
possibilidade de contaminagdo fangica através do contato da racdo com o ar, ndo é
recomendado que a racdo fique exposta por muito tempo, sem controle adequado.

Em relagdo a pesquisa de Salmonella spp., nenhuma das amostras analisadas
evidenciou a presenca dessa bactéria, corroborando com os estudos de Girio e
colaboradores (2012), Americano (2016), Chinchilla e colaboradores (2021) que, ao
analisarem ragGes comerciais, também ndo encontraram a presencga desse microrganismo.

Apesar da transmissdo dessa bactéria ser facil, ja que pode ser disseminada por
via fecal-oral, fémites e algumas vezes verticalmente, o Laboratorio Charles River (CRLI,
2009) relata que a probabilidade de identificar essa bactéria em col6nias de roedores ndo
é grande. Todavia, embora escassos, existem relatos de salmonelose em animais de
laboratdrio e até mesmo a propagacdo zoonotica da doencga infecciosa (Chinchilla et al,

2021). Além disso, as salmoneloses ocupam uma das posi¢des mais destacadas em todo
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0 mundo, devido as suas caracteristicas de endemicidade, morbidade e pela dificuldade
de seu controle (Silva, 2018).

H& indicagdo internacional de que todos os animais diagnosticados com
Salmonella spp. devem ser eutanasiados, ja que a bactéria pode ser transmitida
verticalmente e a rederivacdo por histerectomia pode néo ser eficaz, o que traria um
enorme prejuizo para a criacdo. Além disso, o seu potencial zoondtico poderia causar
doencas graves ou até a morte nos bioteristas imunocomprometidos (CRLI, 2009).
Portanto, a pesquisa desse género é recomendada nas avaliacbes de qualidade em
alimentos destinados aos animais, ja que a Salmonella spp. € um dos principais
microrganismos contaminantes de racdes de importancia clinica veterinaria (Cardozo,
2011, Chinchilla, 2021). Corroborando o trabalho de Pivatto e colaboradores (2020),
acreditamos que a oferta de racdo estéril de boa qualidade e a rigorosa manutencédo
sanitaria dos animais no local de realizacdo do estudo contribuiram para a auséncia de
contaminacdo por Salmonella spp. nas rac@es analisadas.

Por outro lado, na contagem de coliformes totais, duas das amostras apresentaram
um resultado de 3,6 NMP/g, sendo assim consideradas positivas somente na dilui¢do 10
!, Considerando o que ja foi explicitado, a legislagdo vigente néo estabelece pardmetros
microbiologicos para coliformes totais em alimentos (Americano, 2016), mas em
contrapartida, os coliformes termotolerantes sdo considerados melhores indicadores de
contaminacdo fecal, ja que dentro deste grupo encontra-se a Escherichia coli. Portanto, a
presenca deste grupo bacteriano em ragOes indicaria, segundo Americano (2016)
condicdes higiénico-sanitarias insatisfatorias, devido a matérias-primas contaminadas,
manipulagdo inadequada ou aplicacdo de calor insuficiente na peletizacdo. Como houve
auséncia de E. coli e de outros coliformes fecais em todas as amostras analisadas, é
possivel afirmar entdo, que as racdes avaliadas estavam com boa qualidade higiénico-
sanitaria (tabela 3).

Resultados semelhantes foram obtidos por Cappelli et al (2016), que ao
analisarem 11 amostras de racdo comercializada para cdes e 11 para gatos, ndo
observaram crescimento para coliformes termotolerantes. Todavia, detectaram
crescimento de coliformes totais. Esse mesmo resultado foi observado nos experimentos
de Branddo et al (2011).

De acordo com Girio et al (2012) a contaminagdo por coliformes totais e
termotolerantes em todas as amostras das ragdes de sua pesquisa ocorreu devido ao

acondicionamento inadequado e manipulacdo intensa. O que ndo ocorreu NO NOSSO
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estudo, ja que as racOes analisadas foram armazenadas em temperatura e umidade
controladas e a sua manipulacdo realizada de forma asséptica, dentro de cabine de
seguranga biologica. Além disso, 0s animais que a consomem sdo criados em sistema
com barreiras sanitarias controladas.

Como ndo ha legislacéo especifica, este trabalho podera servir de orientagéo para
definir pardmetros para a anélise microbioldgica de ragdo para animais de laboratério.
Segundo Reis (2008), a racao fornecida aos animais merece toda a vigilancia possivel, ja
que a presenca de microrganismos pode causar danos a saude ou qualidade desses
animais. Além disso, o estudo comprovou que mantidos os cuidados especificos, a ragdo
nova pode ser disposta por cima da ragdo remanescente sem que haja contaminacgéo da
inicial, o que evitara um grande desperdicio, j& que ndo seré necessario desprezar a ragao
inicial em todo procedimento de manutencdo do animal. Como se trata de uma coldnia
SPF e ndo ha pardmetros microbioldgicos para analise de racdo animal, 0S Nnossos
resultados foram comparados com racdes recentemente abertas que ndo haviam sido

consumidas pelos animais.

7 CONCLUSOES

Os microrganismos detectados na racdo durante o experimento ndo afetam a sua
qualidade higiénico-sanitaria, pois ndo s6 ficaram quantitativamente abaixo dos limites
estabelecidos na literatura, como nao s&o patogénicos ou indicadores de baixa qualidade.
Além disso, a pesquisa estabeleceu que racdes novas podem ser dispostas por cima das
antigas.

Portanto, os resultados nas condigdes do presente estudo demostraram que a racéo
para camundongos pode ser mantida por até 14 dias no comedouro sem prejuizo da
qualidade higiénico sanitaria, ndo havendo necessidade de troca total da racdo quando se
realizar a troca da gaiola.

Apesar deste achado, recomenda-se o descarte das ragdes muito velhas (mais de
14 dias nos comedouros), que estiverem muito roidas e ndo mais sendo consumidas, ja
gue esse experimento foi realizado com os pellets que permaneceram no comedouro por
duas semanas, pois 0s animais do estudo consumiram toda a racdo nao excedendo esse
periodo, 0 que ndo permitiu extensdo do ensaio por mais tempo e impossibilitou garantir

a manutencdo de sua qualidade experimentalmente por periodos mais longos
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