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UALQUIER INVESTIGACION DONDE SE EXPERIMENTE CON MODELOS ANIMALES  exige

gue el estado microbiolégico y genético de los mismos sea definido desde

el principio y verificado periddicamente para garantizar la fiabilidad y
certeza de los datos. Buscando producir ratones libres de patégenos murinos en
Colombia, se importaron 173 reproductores no emparentados suizos albinos de
la cepa ICR que se hospedaron bajo condiciones protocolizadas de aislamiento
microbiol6gico en el Bioterio MPF de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Antioquia. Tras dos afios de funcionamiento ininterrumpido, el control
microbiolégico demostrd que los progenitores mantuvieron inalterada la flora
con la cual fueron exportados a Colombia, que sus crias portan flora murina idéntica,
y que la misma corresponde a la exigida internacionalmente. Diversas pruebas a la
integridad de la barrera microbiol6gica condujeron a la deteccién y erradicacion
de un brote infeccioso por Parvovirus murino. El control reproductivo permitié
mantener intacta la heterocigocidad de la cepa, denominada Udea:ICR(CD-1).
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| INTRODUCCION

Los MODELOS ANIMALES DE INFECCION SON PRERREQUISITO
EN EL DESARROLLO DE NUEVOS ANTIMICROBIANOS porque
constituyen el Gnico puente disponible entre los
datos obtenidos in vitro y los resultados de los
estudios clinicos (1-3). Las perspectivas futuras de
la ciencia del animal de experimentacién se
fundamentan en restringir, reducir, y reemplazar
Su uso por técnicas alternativas; ademas, busca
una mayor especializacién con el propdésito de
obtener animales “biolégicamente 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
biologico. En otras palabras, su pureza debe ser
comprobada y controlada de forma similar a otros
reactivos (quimicos o fisicos), evitando que
cualquier contaminacién, bidtica o abi6tica, pueda
distorsionar o invalidar los resultados del proceso
experimental (5-7).

Con el fin de asegurar excelente calidad en los

reactivos biologicos, la ciencia y tecnologia de los
animales de laboratorio ha alcanzado un alto grado

|16

de sofisticacion y se cifien a legislacion aprobada
internacionalmente (8,9). El atraso de los paises
subdesarrollados en todos los aspectos de esta
ciencia conlleva el empleo experimental de animales
convencionales, lo cual genera ineficiencia técnica
en la investigacion e invalidacion potencial de los
resultados y las conclusiones (10,11). Entre los
principales obstaculos que se deben superar se
encuentran los exigentes requerimientos técnicos
y locativos necesarios para la cria y mantenimiento
de animales con condiciones microbiolégicas
definidas, la definicion de un control genético ade-
cuado para la cepa utilizada, la ausencia de con-
trol de la pureza microbioldgica de los animales, la
dificultad para obtener dietas especificas y apro-
piadas, la falta de entrenamiento del personal invo-
lucrado con el uso de los reactivos bioldgicos, 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 produccion en Colombia de
animales estandarizados biolégicamente.

Este articulo describe la ejecucion de un proyecto
tendiente a superar los obstaculos planteados para
establecer un bioterio que produzca permanente-
mente animales libres de patégenos murinos que
puedan emplearse en investigacion farmacoldgica,
microbioldgica, fisiopatolégica o inmunolégica.
Todos los procedimientos se hicieron siguiendo los
lineamientos del Comité de Etica para el uso de
Animales de Experimentacion del Centro de
Investigaciones Médicas de la Universidad de
Antioquia. Se demuestra la funcionalidad y
viabilidad del establecimiento de una colonia libre
de patégenos murinos (o MPF, del inglés Murine
Pathogen Free), bien definida microbiolégicamente,
y con caracteristicas genéticas, patologicas,
nutricionales y medioambientales controladas.
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| MATERIALES Y METODOS

Planeacidn y disefio

A FINALES DE 1997 se decidié desarrollar un
bioterio que permitiera producir y mantener
ratones de Optima calidad para experimentacion
con diversos modelos animales de infeccion
humana. Para ello se consult6 a expertos en
Estados Unidos y Canada y se reviso la informacion
disponible en la literatura especializada. En los 24
meses subsiguientes se ubicaron y organizaron las
instalaciones segun dichos requerimientos,
imitando la divisién funcional utilizada por la
mayoria de los centros académicos de referencia
en la materia. Para el mantenimento de los animales
se seleccion6 un método préactico y eficiente,
consistente en un equipo de microaislamiento que
permite reducir significativamente los costos en
comparaciéon con la construccion de un
macroambiente filtrado. Se disefiaron las
estrategias para asegurar los requerimientos
macroambientales (temperatura, ruido, intensidad
de luz, regulacion de ciclos de luz-oscuridad)
mediante la instalacion 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 Gltimos 6 meses se
determinaron el origen y la calidad de los
requerimientos microambientales (cama, agua y
alimentacion), el proceso éptimo de esterilizacion
de cada elemento de contacto entre los animales y
el medio ambiente, y los protocolos para control
microbiolégico, reproductivo y genético. La
adquisicion, el funcionamiento y la aplicabilidad de
cada sistema fueron verificados antes de importar
los animales.

Preparacién del macroambiente

EL BIOTERIO DE ANIMALES LIBRES DE PATOGENOS MURINOS
se encuentra en las instalaciones de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Antioquia en el norte
de Medellin, Colombia. Se divide en tres areas
separadas: una con barrera microbioldgica para
apareamiento, cria y levante (area principal); otra
sin barrera microbiolégica para procedimientos
experimentales con los animales MPF (area para
experimentacion), y otra para lavado y esterili-
zacion (area de servicio). El area principal se sub-
divide en: a) un vestibulo para lavado de manos
con jabén yodado seguido de frotacion 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 area; b) un
salén para cria y levante de animales libres de
patégenos murinos, el cual esté 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; esta
equipado con luz halogenada regulable y aire
acondicionado prefiltrado que retiene macro-
particulas y mantiene la temperatura ambiente en
23 = 2°C; y ¢) un salén para la manipulacion no
experimental de animales libres de patdgenos,
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 namero de las crias, la
seleccion de animales para uso experimental, y el
retiro e instalacion de nuevas triadas reproductoras.
Cada una de las tres areas del bioterio tiene su
propia organizacién funcional y la circulaciéon 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 contaminacion
cruzada (figura N° 1).
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Figura 1
DISTRIBUCION FUNCIONAL Y SISTEMA DE FLUJOS
DEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA

Area para
Experimentacion

1. Flujo Estéril
2. Flujo No Estéril

Area Servicio

Manejo MPF

Vestibulo

«= Area Principal

Equipos para el mantenimiento animal bajo
condiciones controladas

EN EL SALON DE CRIA Y LEVANTE Se ubic6 un si%'ﬁema
habitacional de microaislamiento (One Cage = Mi-
™ . . .
cro-Isolator = High Density Housing System, Lab
Products Inc, Seaford, DE, USA) que constituye la
barrera microbiologica entre los animales y el
ambiente (12). El equipo tiene sistemas de
ventilacion y extracion de aire protegidos con
prefiltros de poliéster y filtros HEPA que retienen
el 99.99% de las particulas de 0.3 pm o mayor
diametro. Un sistema entrega y el otro retira el
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aire simultdneamente, manteniendo constantes la
temperatura, la humedad y las concentraciones
gaseosas de cada uno de los 98 cubiculos del
microaislador, los cuales estan conectados de
manera independiente a los ductos de ingreso y
egreso de aire. La individualizacién del micro-
ambiente de cada cubiculo elimina el riesgo de
diseminacion aérea de agentes infecciosos entre
uno y otro, o entre grupos de los mismos (12,13).

El salon para la manipulacion no experimental de
animales MPF ubicado dentro del &rea principal esta
equipado con una camara de flujo laminar disefiada
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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
quirdrgica estériles, ademas de la desinfeccidn fisica
de cada material que ingrese al equipo. Para este
fin se emplea una solucién de yodo polietoxi-
polipropoxipolietoxietanol al 13.2% (Rapydine®,
Electroquimica West SA, Medellin, Colombia) y al-
cohol metilico al 70%.

Los equipos se someten a mantenimiento periddico
gue incluye el cambio de los prefiltros y la evaluacion
técnica de su funcionamiento mecéanico segun las
recomendaciones del fabricante.

Preparacién del microambiente

PREVIO A SU UTILIZACION EL MICROAISLADOR Se lavo
con aguay jabon neutro y se someti6 a esterilizacion
guimica mediante vaporizacion con tabletas de
formaldehido (14), dispuestas a razon de una cada
20 cm, a lo largo de 14 varillas metélicas 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
formaldehido esteriliza dos cajas, una a cada lado
del equipo. Al cabo de 12 horas de exposicion, se
verifico el proceso de esterilizacién por medio de
14 platos de agar chocolate (Becton Dickinson &
Company, Cockeysville, USA), uno para cada
conducto interno. Al completarse 24 horas de
exposicién se retiraron los artefactos con las
tabletas de formaldehido y se incubaron los medios
de cultivo a 37°C en CO, durante 72 horas. Se cerro
herméticamente el sistema habitacional de
microaislamiento y se dejé en modo de aireacion
durante 48 horas. Tras verificar el éxito del
proceso, se llend con 98 cubiculos estériles, 49 a
cada lado (One cageTM, Labs Products Inc, Seaford,
DE, USA).

Importacién, transporte y manipulacién
de los reproductores

SE IMPORTARON 115 HEMBRAS VIRGENES Y 58
MACHOS ADULTOS, N0 emparentados, suizos albinos,
de la cepa Hsd:ICR(CD-1)® (Harlan-Sprague
Dawley Company, Indianapolis, IN, USA). Ingresaron
a Medellin, Colombia, por via 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, Indianapolis, 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 contenian hembras y en
sucesién individual, los 5 contenedores fueron
desinfectados con alcohol metilico al 70% antes
de su ingreso al area principal y esterilizados con
glutaraldehido al 2.4% (Cidex®, Advanced Steril-
ization Products, Irvine, CA, USA) antes de
introducirlos en la camara de flujo laminar. Alli dos
operarios con vestimenta quirargica estéril abrieron
la tapa superior del contenedor evitando obsta-
culizar el flujo de la camara, 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
cubiculo del microaislador (9).

Control del microambiente

EL MICROAMBIENTE DE LOS ANIMALES MPF consiste
en el interior del cubiculo donde se aloja cada grupo
de 5 adultos, el aire filtrado y renovado ininterrum-
pidamente 24 horas al dia, el agua, el alimentoy la
cama. La produccién de desechos organicos de los
animales obliga a verificar y reemplazar cada 12
horas cualquier microambiente no ideal por otro
estéril. Inicialmente se utilizé una dieta balanceada
autoclavable especifica para roedores (Rodentina®,
Purina Co, Mosquera, Cundinamarca, Colombia),
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la cual fue cambiada a los 12 meses por una dieta
importada (NIH-31 Rodent Auto®, Zeigler, Garden-
ers, PA, USA) debido a la descontinuacion del
primer producto en el pais. El agua se esterilizo
por autoclave antes de suplementarla con bisulfito
sodico de menadiona, 0.4 mg/ml (MSB, Sigma, St.
Louis, MO, USA). Como cama para los animales se
emple6 viruta de madera virgen previamente
cernida y autoclavada. Cada paquete de este-
rilizacién incluia un cubiculo del microaislador con
un centimetro de espesor de cama, un sistema de
alimentacién e hidratacion 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
programo para durar 20 minutos a una presion
de 1.2 kg/cm? y temperatura maxima de 121°C
(Estericol QG-620S®, Trident Medical Corporation,
Taipei, Taiwan, China). Este proceso tiene lugar
antes de introducir los paquetes al &rea principal.

El control microbiol6gico del autoclave se realiza
bisemanalmente utilizando esporas de Bacillus
stearothermophilus (AttestTM Biological Indicador,
3M Health Care, St Paul, MN, USA). El control
microbioldgico del microaislador se realiza después
de cada esterilizacién semestral, como se describio
arriba. Ademas 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 cubiculos
una vez destapado el paquete estéril dentro de la
camara de flujo laminar e inmediatamente antes
de exponer los animales al nuevo microambiente.
Los especimenes se tomaron y procesaron asi: a)
dos muestras de 50 mL de agua, tomadas
directamente del surtidor estéril, se pasaron por
sendos filtros de membrana de 0.2 pm tipo jeringa
(Nalgene, Rochester, NY, USA), cada filtro se
inoculé en 10 mL de Brain Heart Infusion (BHI,
Oxoid LTD., Basingstoke, Hampshire, UK) y se
incubd 18 horas a 37°C en aire ambiente; b) un
pellet del alimento se tom6 de cada cubiculo, se
diluyé en 10 mL de agua estéril, y se inoculé 1 mL
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en un plato de agar sangre que se incub6 18 horas
a 37°C en aire ambiente; ¢) 100 mg de viruta se
tomaron de cada cubiculo y se procesaron igual
que el alimento.

Control reproductivo y genético

LA AUSENCIA DE CONSANGUINIDAD DE LA CEPA
Hsp:ICR(CD-1)® elimina la necesidad de geno-
tipificarla. La heterocigocidad se mantuvo imple-
mentando un método sistematico de control repro-
ductivo para colonias exocriadas pequefias,
adaptado del propuesto por Poley (15,16). El
primer componente es un sistema de cruce por
triadas, en el que un macho se aparea con dos
hembras, y la parentela méas la descendencia ocupan
un cubiculo en el microaislador hasta el destete de
la camada. Los reproductores importados
constituyeron la colonia fundadora (FO) y de ellos
descendieron los reproductores de las colonias de
expansion, las cuales se identifican segun la triada
de procedencia (16). El segundo componente es
un sistema de identificacion mediante el cual se
dividio la colonia de expansiéon en dos grupos:
animales reproductores y animales para expe-
rimentacién. El primer grupo se subdividié en
reproductores activos —conformando triadas—
y reproductores en reposo; estos ultimos se
marcaron con muescas en las orejas cuya dispo-
sicion permite identificar 99 reproductores
diferentes (6). Cada triada recibié una registro
alfanumérico que permitid identificar y trazar las
relaciones ancestrales de cada animal. Dicho
registro esta codificado de manera que para cada
triada el nimero total de caracteres involucrados
es siempre par, de manera que la primera mitad
de estos simbolos indica el origen del macho y la
mitad restante sefiala el de las dos hembras
(hermanas). La endogamia (inbreeding) es evidente
cuando la identificacion de la triada presenta una
secuencia consecutiva de simbolos iguales en ambas
mitades. En este sistema, la constitucion genética
se controla basicamente por los machos de cada
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triada (17). El conjunto de 7 triadas reproductoras
constituye una septotriada, 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-
triadas. El segundo grupo (animales para expe-
rimentacion) se ubicé segun la edad de los animales
en las hileras sobrantes del microaislador mientras
cumplian la edad requerida para su aprove-
chamiento experimental. El tercer componente es
un sistema de produccion que permite determinar
la velocidad de crecimiento de la colonia aplicando
la siguiente férmula, modificada de (18)

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

donde W (weeks) es el nimero méaximo de semanas
requerido para la produccion de una camada; n
(number) es el nimero de animales que se busca
producir por semana; F (females) es el niUmero de
hembras en cada grupo de cria, por ejemplo, hay
dos hembras por grupo en el sistema de triadas; A
(average) es el promedio de crias por camada para
la cepa en reproduccion; 3 es una constante dada
por la duracién méaxima del estro en las hembras.

Para mantener la tasa anual de produccion los
animales de cria son reemplazados periédicamente,
permitiendo un maximo de 9 meses de vida
reproductiva (19).

Manejo de la colonia de animales
libres de patégenos murinos

SE DISENG UN FORMULARIO PARA REGISTRO DIARIO DEL
ESTADO DE LOS ANIMALES, la fecha y hora de la obser-
vacion, el cual incluye el nombre del responsable,
la temperatura del cuarto, el nimero y la condicion
general de los animales, y el estado del microam-
biente de cada cubiculo. Dicho registro se pasé
cada 24 horas todos los dias del primer afio, y cada

12 horas a partir del segundo afio de funcio-
namiento del bioterio. El ciclo de luz y oscuridad
se ajusto para proporcionar a los animales 11 horas
de luz por 13 horas de oscuridad. Cada cubiculo
posee una tarjeta de identificacion en la cual se
registran el cddigo de la triada, la edad de los
reproductores, la fecha de cruce, el nimero de
nacimientos, el nimero de destetes discriminados
por sexo, y el nimero de animales muertos discri-
minando el canibalismo de las demés causas de
muerte. En caso de muerte por razones diferentes
a trauma, se establecié un protocolo de necropsias
que incluye la evaluacion macroscépica de todos
los érganos del animal y la toma apropiada de
muestras para estudio histopatolégico y micro-
bioldgico. Los datos de la curva de peso contra
edad se obtuvieron pesando toda la produccién
del bioterio (conjuntos de 5 animales del grupo
para experimentacion) en una balanza mecénica
de tres brazos especial para roedores (Ohaus 700,
Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, USA).

Equipo para alojamiento temporal
de los animales para experimentacién

CUANDO LAS CRIAS MANTENIDAS EN EL SISTEMA
HABITACIONAL DE MICROAISLAMIENTO alcanzan 6
semanas de edad y un peso de 25 + 2 gramos, se
trasladan al area para experimentacion, la cual esté
separada del area principal por muros de ladrillo
hasta el techo, corredores y puertas. Aqui sélo se
permite el ingreso de animales MPF y de personal
gue manipula exclusivamente este tipo de animales;
la estadia maxima en el area de experimentacion
antes del sacrificio de cualquier animal es 6 dias.
Esta area estd equipada con un sistema modular
vertical que contiene 60 cubiculos sin filtros,
disefiado para mantener los animales durante los
experimentos en condiciones de alojamiento
idénticas a las empleadas para la cria y levante de
los ratones, pero sin barrera microbiol6gica (See
ThroughTM Suspended, Lab Products Inc, Seaford,
DE, USA).
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Control microbiolégico
practicado a los animales

PARA EL CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS ANIMALES Se
elabor6 un programa para la deteccién de
parésitos, hongos, bacterias y virus, basado en
protocolos industriales ya probados para ratones
MPF (20). Para el calculo del tamafio de la muestra
se empleo la siguiente formula (21)

NUmero de animales en la muestra = log 0.05/log n,
donde n representa el porcentaje de animales
normales, segun la prevalencia de la enfermedad
que se va a detectar. Este numero se repartio
equitativamente segun 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
camara de flujo laminar para induccién de anestesia
con halothane (Fluothane®, Zeneca, Runcorn,
Cheshire, UK).

Los especimenes de pelo necesarios para identi-
ficacion de ectoparasitos y hongos se obtuvieron
cepillando la piel del cuello, la cabeza, la region
perianal y la regién abdominal del ratén mientras
se le suspendia de la cola sobre un plato de Petri.
Los especimenes fueron observados directamente
bajo el estereoscopio y teflidos con hidréxido de
potasio al 10% (KOH) para visualizacion micros-
copica; 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 (22-27°C) (Becton Dickinson & Company,
Cockeysville, MD, USA). Para la basqueda de
endoparasitos en materia fecal se visualizaron los
especimenes en lugol y en solucion salina al 0.85%.

Para el control bacteriolégico 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 especimenes fueron visua-
lizados microscopicamente bajo tinciones de Gram,

|22

KOH y Ziehl Neelsen (ZN), e incubados durante 48
horas a 37°C 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 especimenes 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 |’Etoile,
Francia), incubando durante 7 dias a 37°C en
atmosfera con CO, al 10%. Un espécimen adicional
del tracto respiratorio superior se inocul6 en agar
sangre y se incubd a 37°C en atmosfera con CO, al
5% para detectar Streptococcus pneumoniae. Los
aislamientos aerobios fueron subcultivados para
identificacion primero por género (pruebas bio-
quimicas) y luego por especie, utilizando identi-
ficacion 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 I’Etoile, Francia). Las muestras de sangre
para serologia viral se obtuvieron por puncion
cardiaca o retroorbital segun el volumen requerido
para el analisis, 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 diagnostico
viral para animales de laboratorio (Taconic Anmed,
Rocksville, MD, USA). La toma de muestras se
realiz6 siguiendo protocolos descritos en la
literatura (22,23).

Derivacién por histerectomia

SE ESTADARIZO ESTA TECNICA con el objetivo de eje-
cutarla con éxito en caso de emergencia por
contaminacién de la colonia. Se formaron dos
cruces de un macho por tres hembras virgenes
cuyo estro se sincronizé al exponerlas al macho
segln 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 dias después de la monta
(24-26). Con base en dicho efecto, se dej6 avanzar
la gravidez de las tres hembras hasta el dia del parto
de la primera (nodriza) y acto seguido se sacrifico
por luxacion cervical una de las dos hembras
gravidas restantes (la que mostrara signos de
prefiez méas avanzada). De inmediato se introdujo
el cadaver durante 30 segundos en 500 mL de al-
cohol al 70% y, utilizando técnica estéril, se diseco
la piel adyacente al abdomen, se expuso el conte-
nido de la cavidad abdominal, se pinzaron los
cuernos uterinos, y se diseco el cuerpo uterino so-
bre la unién utero-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 microbioldgico. Previa-
mente se habia separado orina de la nodriza en un
recipiente estéril, la cual se emple6 para impregnar
las crias obtenidas mediante rederivacion. El altimo
paso consistid en sustituir las crias bioldgicas de la
hembra nodriza por las crias rederivadas. La ultima
de las tres hembras se emple6 de igual modo el
mismo dia si su prefiez estaba a término; en caso
contrario se descartaba del programa de
rederivacion.

| RESULTADOS

Integridad del macroambiente
y costos de funcionamiento

TrAs DOs AROs de funcionamiento, se documento
un evento de ruptura de la barrera microbioldgica
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 contaminacién
sucedi6 al emplear 7 cajas del microaislador cuya
fecha de esterilizacion superaba por dos dias el
limite permitido de 14 dias; aunque no hubo con-

taminacion detectable, el incidente obligd a sacri-
ficar una septotriada completa con sus crias. El
costo de funcionamiento del bioterio para 173
reproductores activos ascendié a US$39.000 en el
primer afio 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 para
mantenimiento animal bajo
condiciones controladas y resultado
de los controles microbiolégicos

No SE PRESENTARON ALTERACIONES MECANICAS durante
todo el tiempo de funcionamiento del micro-
aislador y la cdmara de flujo laminar. Los controles
microbioldgicos efectuados cada dos semanas al
equipo de esterilizacién confirmaron consisten-
temente la eficacia del proceso de esterilizacion.
El control microbiol6gico realizado al microaislador
tras su esterilizacion quimica semestral con for-
maldehido no detectd crecimiento de bacterias.

Integridad del microambiente

EL ANALISIS DEL CONTENIDO DIETETICO del alimento
proporcionado a los animales mostr6 ceniza
maximo 8%, fibra 4%, grasa 5% Yy proteina 22%
(andlisis realizado por el fabricante). El control
microbiol6gico realizado al agua suplementada con
vitamina K, al alimento y a la viruta de la cama
confirmé la esterilidad del microambiente.

Control reproductivo y genético

No HUBO INCIDENTES DE CONTAMINACION GENETICA; €l
sistema establecido permitié mantener una
producciéon de 130 ratones / semana con 70
hembras reproductoras en promedio. Durante el
primer afio de funcionamiento se formaron 9
septotriadas.
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Manejo de la colonia

LA TABLA 1 resume las variables de produccién de
las triadas del Bioterio MPF comparadas con las
cifras de una compafiia norteamericana lider en
tecnologia de animales de laboratorio (19,20). La
produccion demostrada es Optima para la cepa
murina que compone la colonia del Bioterio MPF
de la Universidad de Antioquia. La tabla 2 muestra
las caracteristicas reproductivas de la colonia,
también Optimas. El aprovechamiento experimen-
tal de hembras y machos fue de 100 y 10%,
respectivamente, permitiendo la ejecucion de 76
experimentos, en promedio 50 & 18 ratones por
experimento. El peso promedio y la desviacion
estandar a las 6 semanas de edad fueron 23.1 +
0.98 gramos. Las figuras 2Ay 2B ilustran las curvas
de crecimiento para machos y hembras, respec-
tivamente, comparandolas con los resultados
presentados por otros autores (19). Durante el
primer afio de funcionamiento 13 reproductores
fallecieron inesperadamente. La principal causa de
muerte fue la complicacién obstétrica (38%),
ninguna de etiologia infecciosa. La figura 3 ilustra
todas las causas de muerte distribuidas por
frecuencia.

Figura 2A
CURVA DE CRECIMIENTO PARA MACHOS
DE LA CEPA UDEA:ICR(CD-1)
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Figura 2B
CURVA DE CRECIMIENTO PARA HEMBRAS
DE LA CEPA UDEA:ICR(CD-1)
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Figura 3
DISTRIBUCION DE CAUSAS DE MUERTE
INESPERADA DE 13 REPRODUCTORES
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Tabla N° 1
PRODUCTIVIDAD DE LOS RATONES DEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA COMPARADA CON LA DE UN LIDER COMERCIAL DE ESTADOS UNIDOS

(TACONIC FARMS INC.)

Cepa Udea:ICR(CD-1)

Cepa 129S6/SvEvTac

CRITERIO Promedio+DE | Rango E'\\l/ L;EZLOO PromedioxDE Rango E'\\I/L;TJZLOO
Tamafio camada al nacimiento 9.0 £38 | 1-19 | 201 camadas 6.3 £ 0.9 1-11 112
Tamafio camada al destete 80 27 | 1-13 | 183 camadas 64 +0.9 2-1 107
Semanas entre el apareamiento
y la primera camada 34 09 | 2- 6 | 24 triadas 3.7 £05 3-4 25
Semanas entre cada camada 42 =12 | 2- 8 | 40 camadas - - -
Semanas de productividad
de reproductores 219 = 10 | 7-37 | 24 triadas 23 + 8 5-34 25
) Tabla N° 2
CARACTERISTICAS REPRODUCTIVAS DE LOS RATONES
DEL BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA
Caracteristica % Namero evaluado
Triadas reproductoras estériles 4.0 25 triadas
Fraccion 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 microbiolégico
practicado a los animales

EL TAMARO DE LA POBLACION en el momento de
realizar el control microbiologico era de 475
animales, distribuidos asi: 22% reproductores
activos, 40% destetes, 27% crias lactantes, y 11%
reproductores inactivos. El tamafio de la muestra
necesario para detectar cualquier microorganismo
no tolerado presente en el 30% de la poblacion
fue de 8 animales, los cuales fueron sacrificados
con el fin de obtener un volumen de suero suficien-
te para la deteccién 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 ninguin caso se detecto la presencia de hongos,
endoparasitos ni ectoparasitos. Los estudios
microbiol6gicos permitieron analizar 99 cepas
bacterianas, todas toleradas en animales libres de
patégenos murinos. Se logroé identificar el 96% de
las cepas hasta especie. El 4% restante corres-
pondié a cocos Gram positivos de crecimiento
disgonico que no se pudieron reaislar luego del ter-
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cer subcultivo, y que no correspondian a Strep-
tococcus pneumoniae, el tnico miembro de familia
Streptococcaceae que no es tolerado en animales
libres de patégenos murinos. Ni este patégeno, ni
ninguna especie de bacteria no tolerada fueron
aislados en los controles microbioldgicos. La tabla
3 muestra los aislamientos bacterianos distribuidos
segun el género y la region anatémica de donde se
obtuvieron.

Las muestras para serologia 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 ratén nimero
3, un macho reproductor asintomético y sano,
mostré anticuerpos por ELISA contra Parvovirus
Murino (MPV). La exposicion del ratén 3 a MPV
fue confirmada mediante IFA, a la vez que fue
descartada su exposicion al Virus Diminuto Murino
(MVM) mediante HAI (haemagglutination inhibi-

tion). Todos los animales reproductores que habian
estado en contacto directo (compafieros de cubi-
culo en el microaislador) o indirecto (compafieros
de contactos directos) con los ratones de la pri-
mera generacion (FO) y generaciones posteriores
(F1 a F3) de los cuales se derivo el raton 3 fueron
sangrados y puestos en cuarentena, y toda su
descendencia fue sacrificada. Esto representé el
40% de la colonia Udea:ICR(CD-1). Se sangro el
10% de los animales que no tuvieron contacto
alguno con el caso indice, sus progenitores, ni su
descendencia. Todos los contactos (24 ratones
reproductores) y no contactos (16 ratones
reproductores) del caso indice fueron negativos
para MPV por ELISA. Del grupo de contactos
directos, el raton numero 24 revel6 positividad para
MPV por ELISA, pero se demostro su falsa positi-
vidad mediante IFA. La positividad del raton 3 para
MPV provocé que, en total, el 10% de los animales
de la colonia y el 44% de los reproductores fuesen
estudiados por serologia viral.

Tabla N° 3
DISTRIBUCION DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS DE ESPECIMENES DE LA PIEL,
EL CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO, EL TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR Y EL ANO
DE 8 RATONES SELECCIONADOS AL AZAR PARA LOS CONTROLES MICROBIOLOGICOS

Género y especie

(n = 8 ratones) *

PIEL CAE TRS ANO
1-

Enterococcus spp.
Staphylococcus aureus
Staphylococcus coag. neg.
Streptococcus 3-hemolyticus
Escherichia coli

Proteus spp.

Pseudomonas stutzeri
Corynebacterium striatum
CGP™ crecimiento disgonico
Cultivo aerobio estéril
Anaerobios

TOTAL AISLAMIENTOS

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

O P kP B OODNWOPFP W
O FP P NOOOO-NOW

N
w
=
w
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Aislamientos MPF
por especie (%) Tolerado
3 11 (12) Sl
1 3(3) sl
4 30 (30) Sl
2 14 (14) S
8 16 (16) S|
1 2(2) sl
0 1(1) Sl
5 18 (18) sl
2 4(4) Sl
0 o o
0 - Sl
26 99 (100)
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Tabla N° 4
RESULTADOS DEL PANEL SEROLOGICO AMPLIADO REALIZADO A 8 RATONES DEL
BIOTERIO MPF DE LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA. EVALUADOR: TACONIC ANMED

RESULTADOS DE CADA RATON [n = 8]

AGENTE METODO 1
MVM ELISA =
MVM HAI NI
MPV ELISA =
MPV IFA NI
PVM ELISA =
REO3 ELISA -
MHV ELISA

KV ELISA -
GDhvii ELISA

SEN ELISA -
LCM ELISA

MAV ELISA -
ECTR ELISA =
POLY ELISA -
EDIM ELISA -
MYCO ELISA -
MCMV ELISA -
MTV IFA -
HAN ELISA =

2

NI

NI

3 4 5 6 7 8
- NI NI NI NI NI
—+ - - - - -
+ NI NI NI NI NI

MVM: Minute Virus of Mice; MPV: Mouse Parvoviruses; PVM: Pneumonia Virus of Mice; REO3: Reovirus Type 3; MHV: Mouse
Hepatitis Virus; KV: K virus; GD-VII: GD-VII; SEN: Sendai; LCM: Lymphocytic Choriomeningitis; MAV: Mouse Adenovirus; ECTR:
Ectromelia; POLY: Polyoma; EDIM: Epizootic Diarrhea of Infant Mice; MYCO: Mycoplasma pulmonis; MCMV: Mouse Cytomega-
lovirus; MTV: Mouse Thymic Virus; HAN: Hantaan; NI: No Indicado; -: Serologia Negativa; +: Serologia Positiva.

Derivacién por histerectomia

PARA LA DERIVACION POR HISTERECTOMIA 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 crias vivas mediante
derivacion por histerectomia cuya supervivencia
desde el nacimiento hasta el destete fue del 100%.
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Discusién

HISTORICAMENTE, LA INVESTIGACION BIOMEDICA ha
preferido roedores sobre otras especies de
animales de laboratorio. Desde 1970 existe en la
comunidad cientifica un interés continuo por el
manejo, produccion y mantenimiento de los
animales de laboratorio (21,27). Dicho interés
implica un mejor entendimiento de la naturaleza y
dindmica de las enfermedades endémicas en los
roedores de laboratorio y la utilizaciéon de
instalaciones adecuadas para mantener los animales
bajo condiciones éptimas pero estrictamente
controladas, buscando identificar toda posible
contaminacién de la colonia con el objetivo de
garantizar la calidad y reproducibilidad de los
resultados (5, 28).

La esterilizacion del microaislador con vapores
quimicos fue necesaria para suplir la carencia de
un autoclave especialmente disefiado para este
equipo. Aunque dispendioso y de ejecucion dificil,
el uso de formaldehido en tabletas es aceptado
para esterilizar aisladores de animales gnotobio-
ticos (14), los cuales por definicién requieren
condiciones de esterilidad absoluta.

La vitamina K es fundamental para los procesos de
coagulacién. La forma de la vitamina méas adecuada
desde el punto de vista de su biodisponibilidad es
la filogquinona (vitamina K.), s6lo encontrada en
las plantas verdes (29). Las menaquinonas (vitamina
K,) son sintetizadas por las bacterias intestinales,
y los animales coprofagos cubren de esta manera
parte de sus necesidades de vitamina K. La
deficiencia de vitamina K es una causa bien identi-
ficada de trastornos hemorragicos en animales
MPF, y sucede porque el ambiente libre de patdge-
nos restringe la flora intestinal al punto que algunas
especies bacterianas productoras de vitamina K no
estan presentes en animales MPF (29,30). La
menadiona (vitamina K) es un derivado sintético
cuya hidrosolubilidad se logra mediante adicion de
bisulfito, lo cual permite su utilizacion en el agua
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de consumo y su transformacion hepatica a
menaguinona. Adicionalmente, el bisulfito iguala la
disponibilidad de la menadiona repecto a la
filoquinona. El riesgo de hipervitaminosis es im-
probable porgue los requerimientos diarios son
1.000 veces inferiores a los niveles toxicos de
menadiona (29,30).

Las cepas exocriadas son de gran utilidad en expe-
rimentacion farmacolégica (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 sistematicos de cruces no
aleatorizados que aseguran que no se produciran
apareamientos entre hermanos o entre padres e
hijos (15,16,31). Una de las formas mas simples
consiste en establecer pares monégamos a cuyas
jaulas de apareamiento se asigna una numeracion
corrida y, para obtener una generacion dada, se
cruza un macho de una unidad con hembras her-
manas de la unidad vecina; el nimero de hembras
por cada macho varia entre una y cuatro, segln
las necesidades del bioterio. En los casos en que se
cruzan varias hembras con un macho, el cruce es
considerado mondégamo desde el punto de vista
genético, porgue las hembras empleadas siempre
son hermanas de camada. La limitante mas impor-
tante de este sistema de cruce para animales
exocriados es el tamafio de la poblacion que pueda
ser mantenida en las instalaciones, debido a que se
presentard una tasa decreciente de heterocigo-
cidad proporcional al tamafio de la colonia (16).
Sin embargo, el nimero actual de reproductores
de nuestro bioterio asegura que machos y hem-
bras con antepasados procedentes de una misma
unidad solo llegarian a cruzarse después de 10
generaciones. Dado su origen y uso experimental,
las lineas no consanguineas —como la empleada
en el Bioterio MPF de la Universidad de Antioquia—
se caracterizan por un alto grado de heterocigosis
que hace innecesaria y dificil la definicion del perfil
genético de la colonia (31).
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Los roedores son susceptibles a patégenos especi-
ficos incluyendo virus, bacterias, hongos, endopa-
rasitos y ectoparasitos. Todos estos microorga-
nismos pueden inducir enfermedad aguda, crénica
o latente, dependiendo en gran parte del estado
inmunoldgico de la colonia. Debido a la confusion
que genera el término SPF (sigla del inglés Specific
Pathogen Free, libre de patogenos especificos),
algunos lideres de la produccion de animales de
laboratorio como Taconic Farms abandonaron esta
expresion y registraron nuevos términos que
definen con mas precisién el estado microbiol6gico
de sus roedores: animales libres de patégenos
murinos (Murine Pathogen Free, MPF), animales
con flora restringida (Restricted Flora, RF) y
animales con flora definida (Defined Flora, DF) (19).
Los animales MPF estan 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 microbioldgicos
disefiados especificamente para aislarlos en caso
que estén presentes en la colonia. Los animales MPF
pueden tener los siguientes microorganismos:
Pneumocystis carinii, Corynebacterium bovis, Strep-
tococcus R-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 ratbn inmunocomprometido. Los animales
DF solo tienen ocho especies de bacterias
anaerobias ureasa-negativas en toda su flora
(10,32) .

Los resultados de los controles microbiolégicos
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 patégeno por certificacién del criador, el
origen de la contaminacién tuvo que ser la cepa
murina convencional que rodea la colonia MPF en
nuestro bioterio, a pesar de las medidas extremas
gue se tomaron para evitarlo. Este hecho
demuestra que aun cuando se disponga de
barreras microbioldgicas Optimas, es imperativo
separar los animales convencionales de los animales
MPF o superiores mediante una distribucion
arquitecténica disefiada para garantizar que
quienes manipulan los primeros nunca pisen o
habiten las mismas estructuras que quienes
manipulan los segundos, una meta que se alcanzara
a finales de 2003, cuando las instalaciones del
Bioterio MPF seran trasladadas a la Sede de
Investigacion Universitaria del Alma Mater.

En todos los aspectos, el protocolo empleado
permitié constatar la integridad de las barreras y
asegurar la produccion de animales de calidad
microbioldgica definida por la ausencia de
ectoparasitos, endoparasitos, hongos, virus, y
bacterias patdgenas 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 anato-
micas, junto con microorganismos oportunistas
tolerados, pero claramente definidos, en los
animales MPF. Durante los dos primeros afios de
funcionamiento, el Bioterio MPF de la Universidad
de Antioquia ha provisto suficientes roedores para
ejecutar 76 experimentos empleando el modelo de
infeccion del muslo y del sistema nervioso central
en ratén neutropénico (3,33). Estos modelos
requieren la induccion de neutropenia severa
(<<100/ul), lo cual expone los animales a infecciones
pidgenas agudas cuyo desenlace es generalmente
fatal (14). La calidad de los animales generados en
el bioterio ha permitido obtener resultados
experimentales con minima variacion y con cero
muertes inesperadas o por causa infecciosa no
inducida en los animales de experimentacion, y con
una curva de crecimiento similar a la reportada
por los lideres mundiales en la produccion de esta
cepa (19,34).
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Aunque el costo de produccion del Bioterio MPF
es elevado, no hay alternativas baratas o mas
econémicas. 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
disminucion del sufrimiento animal asociada a
condiciones Optimas de reproduccion, cria, lactan-
cia y levante exigidas por un bioterio de estas
caracteristicas (14). En conclusién, se demostro
la funcionalidad de la colonia murina Udea:ICR(CD-
1) mediante una produccion ininterrumpida de
ratones exocriados de éptima calidad para inves-
tigacion biomédica, y con un estado microbioldgico
especificado, controlado y verificado.

| SUMMARY

FOUNDATION OF A FUNCTIONAL
MURINE PATHOGEN FREE ANIMAL
FACILITY IN COLOMBIA

IN ORDER TO GUARANTEE 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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