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Fundación del primer bioterio MPF

funcional de Colombia
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UUUUUALQUIERALQUIERALQUIERALQUIERALQUIER     INVESTIGACIÓNINVESTIGACIÓNINVESTIGACIÓNINVESTIGACIÓNINVESTIGACIÓN     DONDEDONDEDONDEDONDEDONDE     SESESESESE     EXPERIMENTEEXPERIMENTEEXPERIMENTEEXPERIMENTEEXPERIMENTE     CONCONCONCONCON     MODELOSMODELOSMODELOSMODELOSMODELOS     ANIMALESANIMALESANIMALESANIMALESANIMALES        exige

que el estado microbiológico y genético de los mismos sea definido desde

el principio y verificado periódicamente para garantizar la fiabilidad y

certeza de los datos. Buscando producir ratones libres de patógenos murinos en

Colombia, se importaron 173 reproductores no emparentados suizos albinos de

la cepa ICR que se hospedaron bajo condiciones protocolizadas de aislamiento

microbiológico en el Bioterio MPF de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Antioquia. Tras dos años de funcionamiento ininterrumpido, el control

microbiológico demostró que los progenitores mantuvieron inalterada la flora

con la cual fueron exportados a Colombia, que sus crías portan flora murina idéntica,

y que la misma corresponde a la exigida internacionalmente. Diversas pruebas a la

integridad de la barrera microbiológica condujeron a la detección y erradicación

de un brote infeccioso por Parvovirus murino. El control reproductivo permitió

mantener intacta la heterocigocidad de la cepa, denominada Udea:ICR(CD-1).
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PPPPPALABRALABRALABRALABRALABRAS CLAAS CLAAS CLAAS CLAAS CLAVEVEVEVEVE

ANIMALES DE LABORATORIO

RATONES

ROEDORES

MURIDAE

MODELOS ANIMALES

MICROCLIMA

INTRODUCCIÓNINTRODUCCIÓNINTRODUCCIÓNINTRODUCCIÓNINTRODUCCIÓN

LLLLLOSOSOSOSOS     MODELOSMODELOSMODELOSMODELOSMODELOS     ANIMALESANIMALESANIMALESANIMALESANIMALES     DEDEDEDEDE     INFECCIÓNINFECCIÓNINFECCIÓNINFECCIÓNINFECCIÓN     SONSONSONSONSON     PRERREQUISITOPRERREQUISITOPRERREQUISITOPRERREQUISITOPRERREQUISITO

ENENENENEN     ELELELELEL     DESARROLLODESARROLLODESARROLLODESARROLLODESARROLLO     DEDEDEDEDE     NUEVOSNUEVOSNUEVOSNUEVOSNUEVOS     ANTIMICROBIANOSANTIMICROBIANOSANTIMICROBIANOSANTIMICROBIANOSANTIMICROBIANOS porque

constituyen el único puente disponible entre los

datos obtenidos in vitro y los resultados de los

estudios clínicos (1-3). Las perspectivas futuras de

la ciencia del animal de experimentación se

fundamentan en restringir, reducir, y reemplazar

su uso por técnicas alternativas; además, busca

una mayor especialización con el propósito de

obtener animales “biológicamente estandarizados”

(4). Para poder tratar los animales de laboratorio

como sujetos experimentales, los datos obtenidos

de ellos tienen que ser fiables y reproducibles, del

mismo modo que se exije de cualquier reactivo

biológico. En otras palabras, su pureza debe ser

comprobada y controlada de forma similar a otros

reactivos (químicos o físicos), evitando que

cualquier contaminación, biótica o abiótica, pueda

distorsionar o invalidar los resultados del proceso

experimental (5-7).

Con el fin de asegurar excelente calidad en los

reactivos biológicos, la ciencia y tecnología de los

animales de laboratorio ha alcanzado un alto grado

de sofisticación y se ciñen a legislación aprobada

internacionalmente (8,9). El atraso de los países

subdesarrollados en todos los aspectos de esta

ciencia conlleva el empleo experimental de animales

convencionales, lo cual genera ineficiencia técnica

en la investigación e invalidación potencial de los

resultados y las conclusiones (10,11). Entre los

principales obstáculos que se deben superar se

encuentran los exigentes requerimientos técnicos

y locativos necesarios para la cría y mantenimiento

de animales con condiciones microbiológicas

definidas, la definición de un control genético ade-

cuado para la cepa utilizada, la ausencia de con-

trol de la pureza microbiológica de los animales, la

dificultad para obtener dietas específicas y apro-

piadas, la falta de entrenamiento del personal invo-

lucrado con el uso de los reactivos biológicos, y la

ausencia de comités institucionales que regulen el

uso eficiente de los animales (5,8,9). Todos estos

aspectos implican costos muy elevados que han

impedido el desarrollo de instalaciones organizadas

y confiables para la producción en Colombia de

animales estandarizados biológicamente.

Este artículo describe la ejecución de un proyecto

tendiente a superar los obstáculos planteados para

establecer un bioterio que produzca permanente-

mente animales libres de patógenos murinos que

puedan emplearse en investigación farmacológica,

microbiológica, fisiopatológica o inmunológica.

Todos los procedimientos se hicieron siguiendo los

lineamientos del Comité de Ética para el uso de

Animales de Experimentación del Centro de

Investigaciones Médicas de la Universidad de

Antioquia. Se demuestra la funcionalidad y

viabilidad del establecimiento de una colonia libre

de patógenos murinos (o MPF, del inglés Murine

Pathogen Free), bien definida microbiológicamente,

y con características genéticas, patológicas,

nutricionales y medioambientales controladas.
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MAMAMAMAMATERIALES Y MÉTODOSTERIALES Y MÉTODOSTERIALES Y MÉTODOSTERIALES Y MÉTODOSTERIALES Y MÉTODOS

Planeación y diseñoPlaneación y diseñoPlaneación y diseñoPlaneación y diseñoPlaneación y diseño

A A A A A FINALESFINALESFINALESFINALESFINALES     DEDEDEDEDE 1997 1997 1997 1997 1997 se decidió desarrollar un

bioterio que permitiera producir y mantener

ratones de óptima calidad para experimentación

con diversos modelos animales de infección

humana. Para ello se consultó a expertos en

Estados Unidos y Canadá y se revisó la información

disponible en la literatura especializada. En los 24

meses subsiguientes se ubicaron y organizaron las

instalaciones según dichos requerimientos,

imitando la división funcional utilizada por la

mayoría de los centros académicos de referencia

en la materia. Para el mantenimento de los animales

se seleccionó un método práctico y eficiente,

consistente en un equipo de microaislamiento que

permite reducir significativamente los costos en

comparación con la construcción de un

macroambiente filtrado. Se diseñaron las

estrategias para asegurar los requerimientos

macroambientales (temperatura, ruido, intensidad

de luz, regulación de ciclos de luz-oscuridad)

mediante la instalación de equipos de aire

acondicionado, aislamiento sonoro, fotosensores,

interruptores manuales de flujo eléctrico, y

barreras para controlar el acceso de animales y

humanos. Durante los últimos 6 meses se

determinaron el origen y la calidad de los

requerimientos microambientales (cama, agua y

alimentación), el proceso óptimo de esterilización

de cada elemento de contacto entre los animales y

el medio ambiente, y los protocolos para control

microbiológico, reproductivo y genético. La

adquisición, el funcionamiento y la aplicabilidad de

cada sistema fueron verificados antes de importar

los animales.

Preparación del macroambientePreparación del macroambientePreparación del macroambientePreparación del macroambientePreparación del macroambiente

EEEEELLLLL     BIOTERIOBIOTERIOBIOTERIOBIOTERIOBIOTERIO     DEDEDEDEDE     ANIMALESANIMALESANIMALESANIMALESANIMALES     LIBRESLIBRESLIBRESLIBRESLIBRES     DEDEDEDEDE     PPPPPAAAAATÓGENOSTÓGENOSTÓGENOSTÓGENOSTÓGENOS     MURINOSMURINOSMURINOSMURINOSMURINOS

se encuentra en las instalaciones de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Antioquia en el norte

de Medellín, Colombia. Se divide en tres áreas

separadas: una con barrera microbiológica para

apareamiento, cría y levante (área principal); otra

sin barrera microbiológica para procedimientos

experimentales con los animales MPF (área para

experimentación), y otra para lavado y esterili-

zación (área de servicio). El área principal se sub-

divide en: a) un vestíbulo para lavado de manos

con jabón yodado seguido de frotación con alco-

hol glicerinado al 70% y cambio de ropa de calle

por guantes, mascarilla, gorro, polainas y piyama,

todas prendas de uso exclusivo de esta área; b) un

salón para cría y levante de animales libres de

patógenos murinos, el cual está aislado del ambiente

externo por muros de ladrillo hasta el techo,

puertas de madera de flujo unidireccional y acceso

restringido, e icopor como aislante sonoro; está

equipado con luz halogenada regulable y aire

acondicionado prefiltrado que retiene macro-

partículas y mantiene la temperatura ambiente en

23 ± 2°C; y c) un salón para la manipulación no

experimental de animales libres de patógenos,

donde se ejecutan bajo condiciones de esterilidad

los cambios diarios del microambiente, esto es,

cajas, cama, agua, alimento y vitaminas, y se

determinan el sexo y número de las crías, la

selección de animales para uso experimental, y el

retiro e instalación de nuevas tríadas reproductoras.

Cada una de las tres áreas del bioterio tiene su

propia organización funcional y la circulación por

los pasillos de las instalaciones sigue un sistema de

flujos separados que demarca las zonas limpias de

las sucias para disminuir el riesgo de contaminación

cruzada (figura Nº 1).
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Equipos para el mantenimiento animal bajoEquipos para el mantenimiento animal bajoEquipos para el mantenimiento animal bajoEquipos para el mantenimiento animal bajoEquipos para el mantenimiento animal bajo

condiciones controladascondiciones controladascondiciones controladascondiciones controladascondiciones controladas

EEEEENNNNN     ELELELELEL     SALÓNSALÓNSALÓNSALÓNSALÓN     DEDEDEDEDE     CCCCCRÍARÍARÍARÍARÍA     YYYYY     LEVANTELEVANTELEVANTELEVANTELEVANTE se ubicó un sistema

habitacional de microaislamiento  (One Cage
TM

 Mi-

cro-Isolator
TM

 High Density Housing System, Lab

Products Inc, Seaford, DE, USA) que constituye la

barrera microbiológica entre los animales y el

ambiente (12). El equipo tiene sistemas de

ventilación y extración de aire protegidos con

prefiltros de poliéster y filtros HEPA que retienen

el 99.99% de las partículas de 0.3 µm o mayor

diámetro. Un sistema entrega y el otro retira el

aire simultáneamente, manteniendo constantes la

temperatura, la humedad y las concentraciones

gaseosas de cada uno de los 98 cubículos del

microaislador, los cuales están conectados de

manera independiente a los ductos de ingreso y

egreso de aire. La individualización del micro-

ambiente de cada cubículo elimina el riesgo de

diseminación aérea de agentes infecciosos entre

uno y otro, o entre grupos de los mismos (12,13).

El salón para la manipulación no experimental de

animales MPF ubicado dentro del área principal está

equipado con una cámara de flujo laminar diseñada

Figura Figura Figura Figura Figura 11111

DISTRIBUCIÓN FUNCIONAL Y SISTEMA DE FLUJOSDISTRIBUCIÓN FUNCIONAL Y SISTEMA DE FLUJOSDISTRIBUCIÓN FUNCIONAL Y SISTEMA DE FLUJOSDISTRIBUCIÓN FUNCIONAL Y SISTEMA DE FLUJOSDISTRIBUCIÓN FUNCIONAL Y SISTEMA DE FLUJOS

DEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIADEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIADEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIADEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIADEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA

1. Flujo Estéril
2. Flujo No EstérilÁrea para

Experimentación

2

Vestíbulo

Área Servicio

Manejo MPF

Área Principal

1
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para garantizar la esterilidad en el manejo de los

animales alojados en el microaislador (Stay Clean

L/F Worbench B®, Lab Products Inc, Seaford, DE,

USA). Su uso requiere vestir guantes y ropa

quirúrgica estériles, además de la desinfección física

de cada material que ingrese al equipo. Para este

fin se emplea una solución de yodo polietoxi-

polipropoxipolietoxietanol al 13.2% (Rapydine®,

Electroquímica West SA, Medellín, Colombia) y al-

cohol metílico al 70%.

Los equipos se someten a mantenimiento periódico

que incluye el cambio de los prefiltros y la evaluación

técnica de su funcionamiento mecánico según las

recomendaciones del fabricante.

Preparación del microambientePreparación del microambientePreparación del microambientePreparación del microambientePreparación del microambiente

PPPPPREVIOREVIOREVIOREVIOREVIO     AAAAA     SUSUSUSUSU     UTILIZACIÓNUTILIZACIÓNUTILIZACIÓNUTILIZACIÓNUTILIZACIÓN     ELELELELEL     MICROAISLADORMICROAISLADORMICROAISLADORMICROAISLADORMICROAISLADOR se lavó

con agua y jabón neutro y se sometió a esterilización

química mediante vaporización con tabletas de

formaldehído (14), dispuestas a razón de una cada

20 cm, a lo largo de 14 varillas metálicas de 194

cm. Cada varilla va dispuesta en el interior de uno

de los 14 conductos del sistema impulsor y extrac-

tor de aire, de manera que una tableta de

formaldehído esteriliza dos cajas, una a cada lado

del equipo. Al cabo de 12 horas de exposición, se

verificó el proceso de esterilización por medio de

14 platos de agar chocolate (Becton Dickinson &

Company, Cockeysville, USA), uno para cada

conducto interno. Al completarse 24 horas de

exposición se retiraron los artefactos con las

tabletas de formaldehído y se incubaron los medios

de cultivo a 37ºC en CO
2
 durante 72 horas. Se cerró

herméticamente el sistema habitacional de

microaislamiento y se dejó en modo de aireación

durante 48 horas. Tras verificar el éxito del

proceso, se llenó con 98 cubículos estériles, 49 a

cada lado (One cage
TM

, Labs Products Inc, Seaford,

DE, USA).

Importación, transporte y manipulaciónImportación, transporte y manipulaciónImportación, transporte y manipulaciónImportación, transporte y manipulaciónImportación, transporte y manipulación

de los reproductoresde los reproductoresde los reproductoresde los reproductoresde los reproductores

SSSSSEEEEE     IMPORTARONIMPORTARONIMPORTARONIMPORTARONIMPORTARON 115  115  115  115  115 HEMBRASHEMBRASHEMBRASHEMBRASHEMBRAS     VÍRGENESVÍRGENESVÍRGENESVÍRGENESVÍRGENES     YYYYY 58 58 58 58 58
MACHOSMACHOSMACHOSMACHOSMACHOS     ADULADULADULADULADULTOSTOSTOSTOSTOS,,,,, no emparentados, suizos albinos,

de la cepa Hsd:ICR(CD-1)® (Harlan-Sprague

Dawley Company, Indianapolis, IN, USA). Ingresaron

a Medellín, Colombia, por vía aérea, transportados

en 5 contenedores especiales equipados con filtros

de fibra de poliéster y con capacidad para 40

ratones cada uno (Filtered Shipping Container®,

Harlan Sprague Dawley Company, Indianápolis, IN,

USA). Los contenedores arribaron sin ser abiertos

a las instalaciones del Bioterio MPF de la Facultad

de Medicina de la Universidad de Antioquia 12

horas después de abandonar su planta de origen.

Empezando por los que contenían hembras y en

sucesión individual, los 5 contenedores fueron

desinfectados con alcohol metílico al 70% antes

de su ingreso al área principal y esterilizados con

glutaraldehído al 2.4% (Cidex®, Advanced Steril-

ization Products, Irvine, CA, USA) antes de

introducirlos en la cámara de flujo laminar. Allí dos

operarios con vestimenta quirúrgica estéril abrieron

la tapa superior del contenedor evitando obsta-

culizar el flujo de la cámara, examinaron —sin

tocarlos con las manos— el estado de salud de los

ratones y, utilizando pinzas estériles, trasladaron

grupos de 5 ratones del mismo sexo por cada

cubículo del microaislador (9).

Control del microambienteControl del microambienteControl del microambienteControl del microambienteControl del microambiente

EEEEELLLLL     MICROAMBIENTEMICROAMBIENTEMICROAMBIENTEMICROAMBIENTEMICROAMBIENTE     DEDEDEDEDE     LOSLOSLOSLOSLOS     ANIMALESANIMALESANIMALESANIMALESANIMALES MPF MPF MPF MPF MPF consiste

en el interior del cubículo donde se aloja cada grupo

de 5 adultos, el aire filtrado y renovado ininterrum-

pidamente 24 horas al día, el agua, el alimento y la

cama. La producción de desechos orgánicos de los

animales obliga a verificar y reemplazar cada 12

horas cualquier microambiente no ideal por otro

estéril. Inicialmente se utilizó una dieta balanceada

autoclavable específica para roedores (Rodentina®,

Purina Co, Mosquera, Cundinamarca, Colombia),
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en un plato de agar sangre que se incubó 18 horas

a 37ºC en aire ambiente; c) 100 mg de viruta se

tomaron de cada cubículo y se procesaron igual

que el alimento.

Control reproductivo y genéticoControl reproductivo y genéticoControl reproductivo y genéticoControl reproductivo y genéticoControl reproductivo y genético

LLLLLAAAAA     AAAAAUSENCIAUSENCIAUSENCIAUSENCIAUSENCIA     DEDEDEDEDE     CONSCONSCONSCONSCONSANGUINIDANGUINIDANGUINIDANGUINIDANGUINIDADADADADAD     DEDEDEDEDE     LALALALALA     CEPCEPCEPCEPCEPAAAAA

HHHHHSDSDSDSDSD:ICR(CD:ICR(CD:ICR(CD:ICR(CD:ICR(CD-1)-1)-1)-1)-1)®®®®®     elimina la necesidad de geno-

tipificarla. La heterocigocidad se mantuvo imple-

mentando un método sistemático de control repro-

ductivo para colonias exocriadas pequeñas,

adaptado del propuesto por Poley (15,16). El

primer componente es un sistema de cruce por

tríadas, en el que un macho se aparea con dos

hembras, y la parentela más la descendencia ocupan

un cubículo en el microaislador hasta el destete de

la camada. Los reproductores importados

constituyeron la colonia fundadora (F0) y de ellos

descendieron los reproductores de las colonias de

expansión, las cuales se identifican según la tríada

de procedencia (16). El segundo componente es

un sistema de identificación mediante el cual se

dividió la colonia de expansión en dos grupos:

animales reproductores y animales para expe-

rimentación. El primer grupo se subdividió en

reproductores activos —conformando tríadas—

y reproductores en reposo; estos últimos se

marcaron con muescas en las orejas cuya dispo-

sición permite identificar 99 reproductores

diferentes (6). Cada tríada recibió una registro

alfanumérico que permitió identificar y trazar las

relaciones ancestrales de cada animal. Dicho

registro está codificado de manera que para cada

tríada el número total de caracteres involucrados

es siempre par, de manera que la primera mitad

de estos símbolos indica el origen del macho y la

mitad restante señala el de las dos hembras

(hermanas). La endogamia (inbreeding) es evidente

cuando la identificación de la tríada presenta una

secuencia consecutiva de símbolos iguales en ambas

mitades. En este sistema, la constitución genética

se controla básicamente por los machos de cada

la cual fue cambiada a los 12 meses por una dieta

importada (NIH-31 Rodent Auto®, Zeigler, Garden-

ers, PA, USA) debido a la descontinuación del

primer producto en el país. El agua se esterilizó

por autoclave antes de suplementarla con bisulfito

sódico de menadiona, 0.4 mg/ml (MSB, Sigma, St.

Louis, MO, USA). Como cama para los animales se

empleó viruta de madera virgen previamente

cernida y autoclavada. Cada paquete de este-

rilización incluía un cubículo del microaislador con

un centímetro de espesor de cama, un sistema de

alimentación e hidratación debidamente surtido

(Modular Diet Delivery System®, Lab Products Inc,

Seaford, DE, USA), y doble envoltura de tela para

autoclave. Cada ciclo del autoclave a vapor se

programó para durar 20 minutos a una presión

de 1.2 kg/cm2 y temperatura máxima de 121°C

(Estericol QG-620S®, Trident Medical Corporation,

Taipei, Taiwan, China). Este proceso tiene lugar

antes de introducir los paquetes al área principal.

El control microbiológico del autoclave se realiza

bisemanalmente utilizando esporas de Bacillus

stearothermophilus (Attest
TM

 Biological Indicador,

3M Health Care, St Paul, MN, USA). El control

microbiológico del microaislador se realiza después

de cada esterilización semestral, como se describió

arriba. Además del control bisemanal de la calidad

del proceso de autoclavado, el agua, el alimento y

la cama se someten anualmente al mismo control,

tomando muestras al azar del 10% de los cubículos

una vez destapado el paquete estéril dentro de la

cámara de flujo laminar e inmediatamente antes

de exponer los animales al nuevo microambiente.

Los especímenes se tomaron y procesaron así: a)

dos muestras de 50 mL de agua, tomadas

directamente del surtidor estéril, se pasaron por

sendos filtros de membrana de 0.2 µm tipo jeringa

(Nalgene, Rochester, NY, USA), cada filtro se

inoculó en 10 mL de Brain Heart Infusion (BHI,

Oxoid LTD., Basingstoke, Hampshire, UK) y se

incubó 18 horas a 37ºC en aire ambiente; b) un

pellet del alimento se tomó de cada cubículo, se

diluyó en 10 mL de agua estéril, y se inoculó 1 mL
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tríada (17). El conjunto de 7 tríadas reproductoras

constituye una septotríada, cada una se identifica

con el nombre de un municipio del Departamento

de Antioquia asignado en orden alfabético en la

medida en que se van formando nuevas septo-

tríadas. El segundo grupo (animales para expe-

rimentación) se ubicó según la edad de los animales

en las hileras sobrantes del microaislador mientras

cumplían la edad requerida para su aprove-

chamiento experimental. El tercer componente es

un sistema de producción que permite determinar

la velocidad de crecimiento de la colonia aplicando

la siguiente fórmula, modificada de (18)

Número de madres necesarias = [(3+W) x n] / [F x A],

donde W (weeks) es el número máximo de semanas

requerido para la producción de una camada; n

(number) es el número de animales que se busca

producir por semana; F (females) es el número de

hembras en cada grupo de cría, por ejemplo, hay

dos hembras por grupo en el sistema de tríadas; A

(average) es el promedio de crías por camada para

la cepa en reproducción; 3 es una constante dada

por la duración máxima del estro en las hembras.

Para mantener la tasa anual de producción los

animales de cría son reemplazados periódicamente,

permitiendo un máximo de 9 meses de vida

reproductiva (19).

Manejo de la colonia de animalesManejo de la colonia de animalesManejo de la colonia de animalesManejo de la colonia de animalesManejo de la colonia de animales

libres de patógenos murinoslibres de patógenos murinoslibres de patógenos murinoslibres de patógenos murinoslibres de patógenos murinos

SSSSSEEEEE     DISEÑÓDISEÑÓDISEÑÓDISEÑÓDISEÑÓ     UNUNUNUNUN     FORMULARIOFORMULARIOFORMULARIOFORMULARIOFORMULARIO     PPPPPARARARARARAAAAA     REGISTROREGISTROREGISTROREGISTROREGISTRO     DIARIODIARIODIARIODIARIODIARIO     DELDELDELDELDEL

ESTESTESTESTESTADOADOADOADOADO     DEDEDEDEDE     LLLLLOSOSOSOSOS     ANIMALESANIMALESANIMALESANIMALESANIMALES, la fecha y hora de la obser-

vación, el cual incluye el nombre del responsable,

la temperatura del cuarto, el número y la condición

general de los animales, y el estado del microam-

biente de cada cubículo. Dicho registro se pasó

cada 24 horas todos los días del primer año, y cada

12 horas a partir del segundo año de funcio-

namiento del bioterio. El ciclo de luz y oscuridad

se ajustó para proporcionar a los animales 11 horas

de luz por 13 horas de oscuridad. Cada cubículo

posee una tarjeta de identificación en la cual se

registran el código de la tríada, la edad de los

reproductores, la fecha de cruce, el número de

nacimientos, el número de destetes discriminados

por sexo, y el número de  animales muertos discri-

minando el canibalismo de las demás causas de

muerte. En caso de muerte por razones diferentes

a trauma, se estableció un protocolo de necropsias

que incluye la evaluación macroscópica de todos

los órganos del animal y la toma apropiada de

muestras para estudio histopatológico y micro-

biológico. Los datos de la curva de peso contra

edad se obtuvieron pesando toda la producción

del bioterio (conjuntos de 5 animales del grupo

para experimentación) en una balanza mecánica

de tres brazos especial para roedores (Ohaus 700,

Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, USA).

Equipo para alojamiento temporalEquipo para alojamiento temporalEquipo para alojamiento temporalEquipo para alojamiento temporalEquipo para alojamiento temporal

de los animales para experimentaciónde los animales para experimentaciónde los animales para experimentaciónde los animales para experimentaciónde los animales para experimentación

CCCCCUANDOUANDOUANDOUANDOUANDO     LASLASLASLASLAS     CRÍASCRÍASCRÍASCRÍASCRÍAS     MANTENIDASMANTENIDASMANTENIDASMANTENIDASMANTENIDAS     ENENENENEN     ELELELELEL     SISTEMASISTEMASISTEMASISTEMASISTEMA

HABITACIONALHABITACIONALHABITACIONALHABITACIONALHABITACIONAL     DEDEDEDEDE     MICROAISLAMIENTOMICROAISLAMIENTOMICROAISLAMIENTOMICROAISLAMIENTOMICROAISLAMIENTO alcanzan 6

semanas de edad y un peso de 25 ± 2 gramos, se

trasladan al área para experimentación, la cual está

separada del área principal por muros de ladrillo

hasta el techo, corredores y puertas. Aquí sólo se

permite el ingreso de animales MPF y de personal

que manipula exclusivamente este tipo de animales;

la estadía máxima en el área de experimentación

antes del sacrificio de cualquier animal es 6 días.

Esta área está equipada con un sistema modular

vertical que contiene 60 cubículos sin filtros,

diseñado para mantener los animales durante los

experimentos en condiciones de alojamiento

idénticas a las empleadas para la cría y levante de

los ratones, pero sin barrera microbiológica (See

Through
TM

 Suspended, Lab Products Inc, Seaford,

DE, USA).
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Control microbiológicoControl microbiológicoControl microbiológicoControl microbiológicoControl microbiológico

practicado a los animalespracticado a los animalespracticado a los animalespracticado a los animalespracticado a los animales

PPPPPARAARAARAARAARA     ELELELELEL     CONTROLCONTROLCONTROLCONTROLCONTROL     MICROBIOLÓGICOMICROBIOLÓGICOMICROBIOLÓGICOMICROBIOLÓGICOMICROBIOLÓGICO     DEDEDEDEDE     LOSLOSLOSLOSLOS     ANIMALESANIMALESANIMALESANIMALESANIMALES se

elaboró un programa para la detección de

parásitos, hongos, bacterias y virus, basado en

protocolos industriales ya probados para ratones

MPF (20). Para el cálculo del tamaño de la muestra

se empleó la siguiente fórmula (21)

Número de animales en la muestra = log 0.05/log n,

donde n representa el porcentaje de animales

normales, según la prevalencia de la enfermedad

que se va a detectar. Este número se repartió

equitativamente según el género y el porcentaje

de cada subgrupo poblacional dentro de la colonia,

incluyendo recién nacidos, destetes, reproductores

activos y reproductores inactivos. Los animales,

escogidos al azar, fueron llevados uno a uno a la

cámara de flujo laminar para  inducción de anestesia

con halothane (Fluothane®, Zeneca, Runcorn,

Cheshire, UK).

Los especímenes de pelo necesarios para identi-

ficación de ectoparásitos y hongos se obtuvieron

cepillando la piel del cuello, la cabeza, la región

perianal y la región abdominal del ratón mientras

se le suspendía de la cola sobre un plato de Petri.

Los especímenes fueron observados directamente

bajo el estereoscopio y teñidos con hidróxido de

potasio al 10% (KOH) para visualización micros-

cópica; el cultivo para hongos se hizo en platos

con agar Sabouraud y Mycosel sellados y protegidos

de la luz durante 2 semanas a temperatura

ambiente (22-27ºC) (Becton Dickinson & Company,

Cockeysville, MD, USA). Para la búsqueda de

endoparásitos en materia fecal se visualizaron los

especímenes en lugol y en solución salina al 0.85%.

Para el control bacteriológico se tomaron con

hisopo muestras de la piel cubierta de pelo, el con-

ducto auditivo externo, el tracto respiratorio su-

perior y el ano. Los especímenes fueron visua-

lizados microscópicamente bajo tinciones de Gram,

KOH y Ziehl Neelsen (ZN), e incubados durante 48

horas a 37ºC en aire ambiente después de

inoculados en agar Columbia suplementado con

sangre de cordero al 5%, agar chocolate, agar

MacConkey y agar Salmonella-Shigella (Becton

Dickinson & Company, Cockeysville, MD, USA).

Adicionalmente, los mismos especímenes fueron

depositados en tioglicolato inmediatamente

después de tomados, y se cultivaron en un sistema

de anaerobiosis una vez inoculados en agar Co-

lumbia suplementado con sangre de cordero al 5%

(GENbag anaer, BioMérieux, Marcy l’Etoile,

Francia), incubando durante 7 días a 37ºC en

atmósfera con CO
2
 al 10%. Un espécimen adicional

del tracto respiratorio superior se inoculó en agar

sangre y se incubó a 37ºC en atmósfera con CO
2
 al

5% para detectar Streptococcus pneumoniae. Los

aislamientos aerobios fueron subcultivados  para

identificación primero por género (pruebas bio-

químicas) y luego por especie, utilizando identi-

ficación automatizada (Vitek Systems®, BioMerieux,

Hazelwood, MO, USA) o sistemas API para aerobios

(API BioMérieux, Inc., La Balme Les Grottes,

Francia) y anaerobios (Rapid ID32A, BioMérieux,

Marcy l’Etoile, Francia). Las muestras de sangre

para serología viral se obtuvieron por punción

cardíaca o retroorbital según el volumen requerido

para el análisis, se diluyeron en PBS 0.1 M pH 7.0,

se dispusieron en un contenedor a -20°C, y se

enviaron a un centro especializado en diagnóstico

viral para animales de laboratorio (Taconic Anmed,

Rocksville, MD, USA). La toma de muestras se

realizó siguiendo protocolos descritos en la

literatura (22,23).

Derivación por histerectomíaDerivación por histerectomíaDerivación por histerectomíaDerivación por histerectomíaDerivación por histerectomía

SSSSSEEEEE     ESTADARIZÓESTADARIZÓESTADARIZÓESTADARIZÓESTADARIZÓ     ESTAESTAESTAESTAESTA     TÉCNICATÉCNICATÉCNICATÉCNICATÉCNICA con el objetivo de eje-

cutarla con éxito en caso de emergencia por

contaminación de la colonia. Se formaron dos

cruces de un macho por tres hembras vírgenes

cuyo estro se sincronizó al exponerlas al macho

según el efecto descrito por Whitten, el cual permite
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igualar la fecha probable de parto de las tres

hembras muy cerca de 21 días después de la monta

(24-26). Con base en dicho efecto, se dejó avanzar

la gravidez de las tres hembras hasta el día del parto

de la primera (nodriza) y acto seguido se sacrificó

por luxación cervical una de las dos hembras

grávidas restantes (la que mostrara signos de

preñez más avanzada). De inmediato se introdujo

el cadáver durante 30 segundos en 500 mL de al-

cohol al 70% y, utilizando técnica estéril, se disecó

la piel adyacente al abdomen, se expuso el conte-

nido de la cavidad abdominal, se pinzaron los

cuernos uterinos, y se disecó el cuerpo uterino so-

bre la unión útero-vaginal. Finalmente, se disecaron

las membranas ovulares, se extrajeron los fetos uno

por uno, y se reanimaron mediante masaje corpo-

ral cuidadoso con gasa estéril. Las placentas fueron

separadas para control microbiológico. Previa-

mente se había separado orina de la nodriza en un

recipiente estéril, la cual se empleó para impregnar

las crías obtenidas mediante rederivación. El último

paso consistió en sustituir las crías biológicas de la

hembra nodriza por las crías rederivadas. La última

de las tres hembras se empleó de igual modo el

mismo día si su preñez estaba a término; en caso

contrario se descartaba del programa de

rederivación.

RESULRESULRESULRESULRESULTTTTTADOSADOSADOSADOSADOS

Integridad del macroambienteIntegridad del macroambienteIntegridad del macroambienteIntegridad del macroambienteIntegridad del macroambiente

y costos de funcionamientoy costos de funcionamientoy costos de funcionamientoy costos de funcionamientoy costos de funcionamiento

TTTTTRASRASRASRASRAS     DOSDOSDOSDOSDOS     AÑOSAÑOSAÑOSAÑOSAÑOS de funcionamiento, se documentó

un evento de ruptura de la barrera microbiológica

primaria en el Bioterio MPF, el cual fue resuelto sin

necesidad de sacrificar la colonia entera gracias a

la eficacia de los equipos de microaislamiento (ver

abajo). Otro evento riesgoso de contaminación

sucedió al emplear 7 cajas del microaislador cuya

fecha de esterilización superaba por dos días el

límite permitido de 14 días; aunque no hubo con-

taminación detectable, el incidente obligó a sacri-

ficar una septotríada completa con sus crías. El

costo de funcionamiento del bioterio para 173

reproductores activos ascendió a US$39.000 en el

primer año y a US$15.928 en el segundo, sin incluir

el costo de los equipos especiales para el aloja-

miento y el mantenimiento de los animales.

Eficiencia de los equipos paraEficiencia de los equipos paraEficiencia de los equipos paraEficiencia de los equipos paraEficiencia de los equipos para

mantenimiento animal bajomantenimiento animal bajomantenimiento animal bajomantenimiento animal bajomantenimiento animal bajo

condiciones controladas y resultadocondiciones controladas y resultadocondiciones controladas y resultadocondiciones controladas y resultadocondiciones controladas y resultado

de los controles microbiológicosde los controles microbiológicosde los controles microbiológicosde los controles microbiológicosde los controles microbiológicos

NNNNNOOOOO     SSSSSEEEEE     PRESENTPRESENTPRESENTPRESENTPRESENTARONARONARONARONARON     ALALALALALTERTERTERTERTERACIONESACIONESACIONESACIONESACIONES     MECÁNICASMECÁNICASMECÁNICASMECÁNICASMECÁNICAS     durante

todo el tiempo de funcionamiento del micro-

aislador y la cámara de flujo laminar. Los controles

microbiológicos efectuados cada dos semanas al

equipo de esterilización confirmaron consisten-

temente la eficacia del proceso de esterilización.

El control microbiológico realizado al microaislador

tras su esterilización química semestral con for-

maldehído no detectó crecimiento de bacterias.

Integridad del microambienteIntegridad del microambienteIntegridad del microambienteIntegridad del microambienteIntegridad del microambiente

EEEEELLLLL     ANÁLIANÁLIANÁLIANÁLIANÁLISISSISSISSISSIS     DELDELDELDELDEL     CONTENIDOCONTENIDOCONTENIDOCONTENIDOCONTENIDO     DIETÉTICODIETÉTICODIETÉTICODIETÉTICODIETÉTICO del alimento

proporcionado a los animales mostró ceniza

máximo 8%, fibra 4%, grasa 5% y proteína 22%

(análisis realizado por el fabricante). El control

microbiológico realizado al agua suplementada con

vitamina K, al alimento y a la viruta de la cama

confirmó la esterilidad del microambiente.

Control reproductivo y genéticoControl reproductivo y genéticoControl reproductivo y genéticoControl reproductivo y genéticoControl reproductivo y genético

NNNNNOOOOO     HUBOHUBOHUBOHUBOHUBO     INCIDENTESINCIDENTESINCIDENTESINCIDENTESINCIDENTES     DEDEDEDEDE     CONTAMINACIÓNCONTAMINACIÓNCONTAMINACIÓNCONTAMINACIÓNCONTAMINACIÓN     GENÉTICAGENÉTICAGENÉTICAGENÉTICAGENÉTICA;;;;; el

sistema establecido permitió mantener una

producción de 130 ratones / semana con 70

hembras reproductoras en promedio. Durante el

primer año de funcionamiento se formaron 9

septotríadas.
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LLLLLAAAAA     TABLATABLATABLATABLATABLA 1 1 1 1 1 resume las variables de producción de
las tríadas del Bioterio MPF comparadas con las
cifras de una compañía norteamericana líder en
tecnología de animales de laboratorio (19,20). La
producción demostrada es óptima para la cepa
murina que compone la colonia del Bioterio MPF
de la Universidad de Antioquia.  La tabla 2 muestra
las características reproductivas de la colonia,
también óptimas. El aprovechamiento experimen-
tal de hembras y machos fue de 100 y 10%,
respectivamente, permitiendo la ejecución de 76
experimentos, en promedio 50 ± 18 ratones por
experimento. El peso promedio y la desviación
estándar a las 6 semanas de edad fueron 23.1 ±
0.98 gramos. Las figuras 2A y 2B ilustran las curvas
de crecimiento para machos y hembras, respec-
tivamente, comparándolas con los resultados
presentados por otros autores (19). Durante el
primer año de funcionamiento 13 reproductores
fallecieron inesperadamente. La principal causa de
muerte fue la complicación obstétrica (38%),
ninguna de etiología infecciosa. La figura 3 ilustra
todas las causas de muerte distribuidas por

frecuencia.

Figura 2AFigura 2AFigura 2AFigura 2AFigura 2A
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Figura 2BFigura 2BFigura 2BFigura 2BFigura 2B
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Figura 3Figura 3Figura 3Figura 3Figura 3
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Tabla Nº 1Tabla Nº 1Tabla Nº 1Tabla Nº 1Tabla Nº 1

PRODUCTIVIDAD DE LOS RATONES DEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDADPRODUCTIVIDAD DE LOS RATONES DEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDADPRODUCTIVIDAD DE LOS RATONES DEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDADPRODUCTIVIDAD DE LOS RATONES DEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDADPRODUCTIVIDAD DE LOS RATONES DEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD

DE ANTIOQUIA COMPDE ANTIOQUIA COMPDE ANTIOQUIA COMPDE ANTIOQUIA COMPDE ANTIOQUIA COMPARARARARARADADADADADA CON LA DE UN LÍDER COMERA CON LA DE UN LÍDER COMERA CON LA DE UN LÍDER COMERA CON LA DE UN LÍDER COMERA CON LA DE UN LÍDER COMERCIAL DE ESTCIAL DE ESTCIAL DE ESTCIAL DE ESTCIAL DE ESTADOS UNIDOSADOS UNIDOSADOS UNIDOSADOS UNIDOSADOS UNIDOS

(TACONIC FARMS INC.)(TACONIC FARMS INC.)(TACONIC FARMS INC.)(TACONIC FARMS INC.)(TACONIC FARMS INC.)

Cepa Udea:ICR(CDCepa Udea:ICR(CDCepa Udea:ICR(CDCepa Udea:ICR(CDCepa Udea:ICR(CD-1)-1)-1)-1)-1)

CRITERIOCRITERIOCRITERIOCRITERIOCRITERIO

Cepa 129S6/SvEvTacCepa 129S6/SvEvTacCepa 129S6/SvEvTacCepa 129S6/SvEvTacCepa 129S6/SvEvTac

Promedio±DE Rango
Número

Evaluado
Promedio±DE Rango

Número

Evaluado

Tamaño camada al nacimiento 9.0 ± 3.8 1 - 19 201 camadas 6.3 ± 0.9 1 - 11 112

Tamaño camada al destete 8.0 ± 2.7 1 - 13 183 camadas 6.4 ± 0.9 2 - 11 107

Semanas entre el apareamiento

y la primera camada 3.4 ± 0.9 2 - 6 24 tríadas 3.7 ± 0.5 3 - 4 25

Semanas entre cada camada 4.2 ± 1.2 2 - 8 40 camadas - -                 -

Semanas de productividad

de reproductores 21.9 ± 10 7 - 37 24 tríadas 23 ± 8 5 - 34 25

Tabla Nº 2Tabla Nº 2Tabla Nº 2Tabla Nº 2Tabla Nº 2

CARACTERÍSTICAS REPRODUCTIVAS DE LOS RATONESCARACTERÍSTICAS REPRODUCTIVAS DE LOS RATONESCARACTERÍSTICAS REPRODUCTIVAS DE LOS RATONESCARACTERÍSTICAS REPRODUCTIVAS DE LOS RATONESCARACTERÍSTICAS REPRODUCTIVAS DE LOS RATONES

DEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIADEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIADEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIADEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIADEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA

CaracterísticaCaracterísticaCaracterísticaCaracterísticaCaracterística %%%%% Número evaluadoNúmero evaluadoNúmero evaluadoNúmero evaluadoNúmero evaluado

Tríadas reproductoras estériles 4.0 25 tríadas

Fracción de lactantes hembras al momento del destete 58.7 1488 destetados

Canibalismo de toda la camada 8.8 204 camadas

Canibalismo que afecta � 1 recién nacido en la primera camada 8.0     50 camadas

Mortalidad recién nacidos, excluido canibalismo 8.1 1628 recién nacidos

Mortalidad recién nacidos primera camada, excluido canibalismo 2.3   311 recién nacidos

Control microbiológicoControl microbiológicoControl microbiológicoControl microbiológicoControl microbiológico

practicado a los animalespracticado a los animalespracticado a los animalespracticado a los animalespracticado a los animales

EEEEELLLLL     TTTTTAMAÑOAMAÑOAMAÑOAMAÑOAMAÑO     DEDEDEDEDE     LALALALALA     POBLACIÓNPOBLACIÓNPOBLACIÓNPOBLACIÓNPOBLACIÓN en el momento de
realizar el control microbiológico era de 475
animales, distribuidos así: 22% reproductores
activos, 40% destetes, 27% crías lactantes, y 11%
reproductores inactivos. El tamaño de la muestra
necesario para detectar cualquier microorganismo
no tolerado presente en el 30% de la población
fue de 8 animales, los cuales fueron sacrificados
con el fin de obtener un volumen de suero suficien-
te para la detección de anticuerpos virales en el
panel ampliado, que incluye todos los virus prohi-

bidos en colonias MPF. Los animales empleados
fueron 2 reproductores activos (1 macho y 1
hembra), 3 destetes (2 hembras y 1 macho), 2
lactantes (1 hembra y 1 macho), y 1 reproductor
inactivo (1 macho).

En ningún caso se detectó la presencia de hongos,
endoparásitos ni ectopárasitos. Los estudios
microbiológicos permitieron analizar 99 cepas
bacterianas, todas toleradas en animales libres de
patógenos murinos. Se logró identificar el 96% de
las cepas hasta especie. El 4% restante corres-
pondió a cocos Gram positivos de crecimiento
disgónico que no se pudieron reaislar luego del ter-
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cer subcultivo, y que no correspondían a Strep-
tococcus pneumoniae, el único miembro de familia
Streptococcaceae que no es tolerado en animales
libres de patógenos murinos. Ni este patógeno, ni
ninguna especie de bacteria no tolerada fueron
aislados en los controles microbiológicos. La tabla
3 muestra los aislamientos bacterianos distribuidos
según el género y la región anatómica de donde se
obtuvieron.

Las muestras para serología viral fueron enviadas
a Rockville la primera semana de abril de 2003.
Siete de los 8 ratones fueron negativos por ELISA
(enzyme linked immunoabsorbent assay) e IFA (in-
direct fluorescent antibody) para las 17 especies
virales descritas en la tabla 4, pero el ratón número
3, un macho reproductor asintomático y sano,
mostró anticuerpos por ELISA contra Parvovirus
Murino (MPV). La exposición del ratón 3 a MPV
fue confirmada mediante IFA, a la vez que fue
descartada su exposición al Virus Diminuto Murino
(MVM) mediante HAI (haemagglutination inhibi-

tion). Todos los animales reproductores que habían

estado en contacto directo (compañeros de cubí-

culo en el microaislador) o indirecto (compañeros

de contactos directos) con los ratones de la pri-

mera generación (F0) y generaciones posteriores

(F1 a F3) de los cuales se derivó el ratón 3 fueron

sangrados y puestos en cuarentena, y toda su

descendencia fue sacrificada. Esto representó el

40% de la colonia Udea:ICR(CD-1). Se sangró el

10% de los animales que no tuvieron contacto

alguno con el caso índice, sus progenitores, ni su

descendencia. Todos los contactos (24 ratones

reproductores) y no contactos (16 ratones

reproductores) del caso índice fueron negativos

para MPV por ELISA. Del grupo de contactos

directos, el ratón número 24 reveló positividad para

MPV por ELISA, pero se demostró su falsa positi-

vidad mediante IFA. La positividad del ratón 3 para

MPV provocó que, en total, el 10% de los animales

de la colonia y el 44% de los reproductores fuesen

estudiados por serología viral.

Tabla Nº 3Tabla Nº 3Tabla Nº 3Tabla Nº 3Tabla Nº 3

DISTRIBUCIÓN DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS DE ESPECÍMENES DE LA PIEL,DISTRIBUCIÓN DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS DE ESPECÍMENES DE LA PIEL,DISTRIBUCIÓN DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS DE ESPECÍMENES DE LA PIEL,DISTRIBUCIÓN DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS DE ESPECÍMENES DE LA PIEL,DISTRIBUCIÓN DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS DE ESPECÍMENES DE LA PIEL,

EL CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO, EL TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR Y EL ANOEL CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO, EL TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR Y EL ANOEL CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO, EL TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR Y EL ANOEL CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO, EL TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR Y EL ANOEL CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO, EL TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR Y EL ANO

DE 8 RDE 8 RDE 8 RDE 8 RDE 8 RAAAAATONES SELECCIONADOS AL AZAR PTONES SELECCIONADOS AL AZAR PTONES SELECCIONADOS AL AZAR PTONES SELECCIONADOS AL AZAR PTONES SELECCIONADOS AL AZAR PARARARARARA LA LA LA LA LOS CONTROLES MICROBIOLÓGICOSOS CONTROLES MICROBIOLÓGICOSOS CONTROLES MICROBIOLÓGICOSOS CONTROLES MICROBIOLÓGICOSOS CONTROLES MICROBIOLÓGICOS

Género y especieGénero y especieGénero y especieGénero y especieGénero y especie CAECAECAECAECAE TRSTRSTRSTRSTRS AislamientosAislamientosAislamientosAislamientosAislamientos MPFMPFMPFMPFMPF

(n = 8 ratones)(n = 8 ratones)(n = 8 ratones)(n = 8 ratones)(n = 8 ratones) ***** †††††  por especie (%) por especie (%) por especie (%) por especie (%) por especie (%)  Tolerado Tolerado Tolerado Tolerado Tolerado

* CAE = Conducto Auditivo Externo
† TRS = Tracto Respiratorio Superior
**CGP = Cocos Gram Positivos

Enterococcus spp. 3 3 2 3 11 (12)11 (12)11 (12)11 (12)11 (12) SISISISISI

Staphylococcus aureus 1 0 1 1 3 (3)3 (3)3 (3)3 (3)3 (3) SISISISISI

Staphylococcus coag. neg. 9 7 10 4 30 (30)30 (30)30 (30)30 (30)30 (30) SISISISISI

Streptococcus ß-hemolyticus 3 0 9 2 14 (14)14 (14)14 (14)14 (14)14 (14) SISISISISI

Escherichia coli 2 0 6 8 16 (16)16 (16)16 (16)16 (16)16 (16) SISISISISI

Proteus spp. 0 0 1 1 2 (2)2 (2)2 (2)2 (2)2 (2) SISISISISI

Pseudomonas stutzeri 0 0 1 0 1 (1)1 (1)1 (1)1 (1)1 (1) SISISISISI

Corynebacterium striatum 4 2 7 5 18 (18)18 (18)18 (18)18 (18)18 (18) SISISISISI

CGP** crecimiento disgónico 1 1 0 2 4 (4)4 (4)4 (4)4 (4)4 (4) SISISISISI

Cultivo aerobio estéril 1 1 0 0 ----- -----

Anaerobios 0 0 0 0 ----- SISISISISI

TOTAL AISLAMIENTOSTOTAL AISLAMIENTOSTOTAL AISLAMIENTOSTOTAL AISLAMIENTOSTOTAL AISLAMIENTOS 2323232323 1313131313 3737373737 2626262626 99 (100)99 (100)99 (100)99 (100)99 (100)

PIELPIELPIELPIELPIEL ANOANOANOANOANO
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Derivación por histerectomíaDerivación por histerectomíaDerivación por histerectomíaDerivación por histerectomíaDerivación por histerectomía

PPPPPARAARAARAARAARA     LALALALALA     DERIVACIÓNDERIVACIÓNDERIVACIÓNDERIVACIÓNDERIVACIÓN     PORPORPORPORPOR     HISTERECTOMÍAHISTERECTOMÍAHISTERECTOMÍAHISTERECTOMÍAHISTERECTOMÍA se emplearon

dos cruces (1 macho por cada 3 hembras). Se

obtuvo una nodriza por cada cruce, y 3 de las 4

hembras restantes presentaban madurez gesta-

cional al momento del parto de las nodrizas. De

ellas se obtuvieron 23 crías vivas mediante

derivación por histerectomía cuya supervivencia

desde el nacimiento hasta el destete fue del 100%.

TablaTablaTablaTablaTabla Nº 4 Nº 4 Nº 4 Nº 4 Nº 4

RESULRESULRESULRESULRESULTTTTTADOS DEL PADOS DEL PADOS DEL PADOS DEL PADOS DEL PANEL SEROLÓGICO AMPLIADO REALIZADO A 8 RANEL SEROLÓGICO AMPLIADO REALIZADO A 8 RANEL SEROLÓGICO AMPLIADO REALIZADO A 8 RANEL SEROLÓGICO AMPLIADO REALIZADO A 8 RANEL SEROLÓGICO AMPLIADO REALIZADO A 8 RAAAAATONES DELTONES DELTONES DELTONES DELTONES DEL

BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA. EVALUADOR: TACONIC ANMEDBIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA. EVALUADOR: TACONIC ANMEDBIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA. EVALUADOR: TACONIC ANMEDBIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA. EVALUADOR: TACONIC ANMEDBIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA. EVALUADOR: TACONIC ANMED

AGENTEAGENTEAGENTEAGENTEAGENTE MÉTODOMÉTODOMÉTODOMÉTODOMÉTODO 11111 22222 33333 44444 55555 66666 77777 88888
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RESULRESULRESULRESULRESULTTTTTADOS DE CADADOS DE CADADOS DE CADADOS DE CADADOS DE CADA RA RA RA RA RAAAAATÓN [n = 8]TÓN [n = 8]TÓN [n = 8]TÓN [n = 8]TÓN [n = 8]
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MVMMVMMVMMVMMVM::::: Minute Virus of Mice; MPVMPVMPVMPVMPV::::: Mouse Parvoviruses; PVMPVMPVMPVMPVM::::: Pneumonia Virus of Mice; REO3:REO3:REO3:REO3:REO3: Reovirus Type 3; MHV MHV MHV MHV MHV::::: Mouse

Hepatitis Virus; KVKVKVKVKV::::: K virus; GDGDGDGDGD-----VII:VII:VII:VII:VII: GD-VII; SEN SEN SEN SEN SEN::::: Sendai; LCMLCMLCMLCMLCM::::: Lymphocytic Choriomeningitis; MAMAMAMAMAVVVVV::::: Mouse Adenovirus; ECTRECTRECTRECTRECTR:::::

Ectromelia; POLPOLPOLPOLPOLYYYYY::::: Polyoma; EDIM EDIM EDIM EDIM EDIM::::: Epizootic Diarrhea of Infant Mice; MYMYMYMYMYCO: CO: CO: CO: CO: Mycoplasma pulmonis; MCMVMCMVMCMVMCMVMCMV::::: Mouse Cytomega-

lovirus; MTVMTVMTVMTVMTV: : : : : Mouse Thymic Virus; HANHANHANHANHAN::::: Hantaan; NI:NI:NI:NI:NI:     No Indicado; -: Serología Negativa; +: Serología Positiva.
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DiscusiónDiscusiónDiscusiónDiscusiónDiscusión

HHHHHISTÓRICAMENTEISTÓRICAMENTEISTÓRICAMENTEISTÓRICAMENTEISTÓRICAMENTE, , , , , LALALALALA     IIIIINVESTIGACIÓNNVESTIGACIÓNNVESTIGACIÓNNVESTIGACIÓNNVESTIGACIÓN     BIOMÉDICABIOMÉDICABIOMÉDICABIOMÉDICABIOMÉDICA ha

preferido roedores sobre otras especies de

animales de laboratorio. Desde 1970 existe en la

comunidad científica un interés continuo por el

manejo, producción y mantenimiento de los

animales de laboratorio (21,27). Dicho interés

implica un mejor entendimiento de la naturaleza y

dinámica de las enfermedades endémicas en los

roedores de laboratorio y la utilización de

instalaciones adecuadas para mantener los animales

bajo condiciones óptimas pero estrictamente

controladas, buscando identificar toda posible

contaminación de la colonia con el objetivo de

garantizar la calidad y reproducibilidad de los

resultados (5, 28).

La esterilización del microaislador con vapores

químicos fue necesaria para suplir la carencia de

un autoclave especialmente diseñado para este

equipo. Aunque dispendioso y de ejecución difícil,

el uso de formaldehído en tabletas es aceptado

para esterilizar aisladores de animales gnotobió-

ticos (14), los cuales por definición requieren

condiciones de esterilidad absoluta.

La vitamina K es fundamental para los procesos de

coagulación. La forma de la vitamina más adecuada

desde el punto de vista de su biodisponibilidad es

la filoquinona (vitamina K
1
), sólo encontrada en

las plantas verdes (29). Las menaquinonas (vitamina

K
2
) son sintetizadas por las bacterias intestinales,

y los animales coprófagos cubren  de esta manera

parte de sus necesidades de vitamina K. La

deficiencia de vitamina K es una causa bien identi-

ficada de trastornos hemorrágicos en animales

MPF, y sucede porque el ambiente libre de patóge-

nos restringe la flora intestinal al punto que algunas

especies bacterianas productoras de vitamina K no

están presentes en animales MPF (29,30). La

menadiona (vitamina K
3
) es un derivado sintético

cuya hidrosolubilidad se logra mediante adición de

bisulfito, lo cual permite su utilización en el agua

de consumo y su transformación hepática a

menaquinona. Adicionalmente, el bisulfito iguala la

disponibilidad de la menadiona repecto a la

filoquinona. El riesgo de hipervitaminosis es im-

probable porque los requerimientos diarios son

1.000 veces inferiores a los niveles tóxicos de

menadiona (29,30).

Las cepas exocriadas son de gran utilidad en expe-

rimentación farmacológica (1,3), y el manteni-

miento de la diversidad genética dentro de cada

colonia contrasta con la uniformidad genética

propia de las cepas endocriadas. Este hecho obliga

a constituir una colonia fundadora cuyos descen-

dientes mantengan la heterocigocidad, fin para el

cual se aplican métodos sistemáticos de cruces no

aleatorizados que aseguran que no se producirán

apareamientos entre hermanos o entre padres e

hijos (15,16,31). Una de las formas más simples

consiste en establecer pares monógamos a cuyas

jaulas de apareamiento se asigna una numeración

corrida y, para obtener una generación dada, se

cruza un macho de una unidad con hembras her-

manas de la unidad vecina; el número de hembras

por cada macho varía entre una y cuatro, según

las necesidades del bioterio. En los casos en que se

cruzan varias hembras con un macho, el cruce es

considerado monógamo desde el punto de vista

genético, porque las hembras empleadas siempre

son hermanas de camada. La limitante más impor-

tante de este sistema de cruce para animales

exocriados es el tamaño de la población que pueda

ser mantenida en las instalaciones, debido a que se

presentará una tasa decreciente de heterocigo-

cidad proporcional al tamaño de la colonia (16).

Sin embargo, el número actual de reproductores

de nuestro bioterio asegura que  machos y hem-

bras con antepasados procedentes de una misma

unidad sólo llegarían a cruzarse después de 10

generaciones. Dado su origen y uso experimental,

las líneas no consanguíneas —como la empleada

en el Bioterio MPF de la Universidad de Antioquia—

se caracterizan por un alto grado de heterocigosis

que hace innecesaria y difícil la definición del perfil

genético de la colonia (31).
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Los roedores son susceptibles a patógenos especí-

ficos incluyendo virus, bacterias, hongos, endopa-

rásitos y ectoparásitos. Todos estos microorga-

nismos pueden inducir enfermedad aguda, crónica

o latente, dependiendo en gran parte del estado

inmunológico de la colonia. Debido a la confusión

que genera el término SPF (sigla del inglés Specific

Pathogen Free, libre de patógenos específicos),

algunos líderes de la producción de animales de

laboratorio como Taconic Farms abandonaron esta

expresión y registraron nuevos términos que

definen con más precisión el estado microbiológico

de sus roedores: animales libres de patógenos

murinos (Murine Pathogen Free, MPF), animales

con flora restringida (Restricted Flora, RF) y

animales con flora definida (Defined Flora, DF) (19).

Los animales MPF están definidos por los

microorganismos que no pueden tener, esto es,

microorganismos que causan enfermedad en los

murinos, como Helicobacter spp., Pasteurella

pneumotropica, Parvovirus, entre muchos otros

claramente identificados, todos los cuales se

buscan activamente en controles microbiológicos

diseñados específicamente para aislarlos en caso

que estén presentes en la colonia. Los animales MPF

pueden tener los siguientes microorganismos:

Pneumocystis carinii, Corynebacterium bovis, Strep-

tococcus ß-hemoliticus, Klebsiella pneumoniae,

Klebsiella oxytoca, Pseudomonas aeruginosa y Sta-

phylococcus aureus (20,22).

Por el contrario, los animales RF no pueden tener

estos microrganismos, oportunistas potenciales

para el ratón inmunocomprometido. Los animales

DF sólo tienen ocho especies de bacterias

anaerobias ureasa-negativas en toda su flora

(10,32) .

Los resultados de los controles microbiológicos

permitieron detectar a tiempo y erradicar de la

colonia un brote infeccioso por MPV, un problema

muy serio y costoso para cualquier bioterio MPF.

Dado que la cepa fundadora importada era libre

de este patógeno por certificación del criador, el

origen de la contaminación tuvo que ser la cepa

murina convencional que rodea la colonia MPF en

nuestro bioterio, a pesar de las medidas extremas

que se tomaron para evitarlo. Este hecho

demuestra que aun cuando se disponga de

barreras microbiológicas óptimas, es imperativo

separar los animales convencionales de los animales

MPF o superiores mediante una distribución

arquitectónica diseñada para garantizar que

quienes manipulan los primeros nunca pisen o

habiten las mismas estructuras que quienes

manipulan los segundos, una meta que se alcanzará

a finales de 2003, cuando las instalaciones del

Bioterio MPF serán trasladadas a la Sede de

Investigación Universitaria del Alma Máter.

En todos los aspectos, el protocolo empleado

permitió constatar la integridad de las barreras y

asegurar la producción de animales de calidad

microbiológica definida por la ausencia de

ectoparásitos, endoparásitos, hongos, virus, y

bacterias patógenas tanto aerobias como anaero-

bias. Exceptuando el caso de MPV, los microorga-

nismos aislados representan la flora normal de este

tipo de roedores en sus diferentes zonas anató-

micas, junto con microorganismos oportunistas

tolerados, pero claramente definidos, en los

animales MPF. Durante los dos primeros años de

funcionamiento, el Bioterio MPF de la Universidad

de Antioquia ha provisto suficientes roedores para

ejecutar 76 experimentos empleando el modelo de

infección del muslo y del sistema nervioso central

en ratón neutropénico (3,33). Estos modelos

requieren la inducción de neutropenia severa

(<100/µl), lo cual expone los animales a infecciones

piógenas agudas cuyo desenlace es generalmente

fatal (14). La calidad de los animales generados en

el bioterio ha permitido obtener resultados

experimentales con mínima variación y con cero

muertes inesperadas o por causa infecciosa no

inducida en los animales de experimentación, y con

una curva de crecimiento similar a la reportada

por los líderes mundiales en la producción de esta

cepa (19,34).
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Aunque el costo de producción del Bioterio MPF

es elevado, no hay alternativas baratas o más
económicas. El alto costo se ve muy bien com-
pensado en la indiscutible calidad de los datos, en
el uso de menos animales por experimento gracias
a la menor variabilidad de los resultados, y en la
disminución del sufrimiento animal asociada a
condiciones óptimas de reproducción, cría, lactan-
cia y levante exigidas por un bioterio de estas
características (14). En conclusión, se demostró
la funcionalidad de la colonia murina Udea:ICR(CD-
1) mediante una producción ininterrumpida de
ratones exocriados de óptima calidad para inves-
tigación biomédica, y con un estado microbiológico
especificado, controlado y verificado.

SUMMARYSUMMARYSUMMARYSUMMARYSUMMARY

FFFFFOUNDATION OF A FUNCTIONALOUNDATION OF A FUNCTIONALOUNDATION OF A FUNCTIONALOUNDATION OF A FUNCTIONALOUNDATION OF A FUNCTIONAL

MURINE PMURINE PMURINE PMURINE PMURINE PAAAAATHOGEN FREE ANIMALTHOGEN FREE ANIMALTHOGEN FREE ANIMALTHOGEN FREE ANIMALTHOGEN FREE ANIMAL

FACILITY IN COLOMBIAFACILITY IN COLOMBIAFACILITY IN COLOMBIAFACILITY IN COLOMBIAFACILITY IN COLOMBIA

INNNNN     ORDERORDERORDERORDERORDER     TOTOTOTOTO     GUARANTEEGUARANTEEGUARANTEEGUARANTEEGUARANTEE the accuracy of the data,
experimentation with animal models requires well
defined microbiological and genetic statuses with
periodical verification. To produce murine patho-
gen free mice, an outbreeding program was set
up by importing 173 non-related Swiss albino ICR
breeders that were hosted under strict conditions
of microbiological isolation in the animal facilities
of the University of Antioquia Medical Faculty. Af-
ter two years of uninterrupted reproduction, mi-
crobiological control demonstrated unaltered mu-
rine flora for both parents and offspring, the same
with which original breeders were dispatched to
Colombia, complying with current international
standards. An outbreak of Murine Parvovirus
(MPV) was timely detected and erradicated thanks
to strict testing of microbiological barriers. The
breeding program allowed the production of ani-
mals free of genetic contamination.

Key words: Animals, Laboratory / Mice / Rodentia

/ Muridae / Models, Animal / Microclimate
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