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Propésito de esta guia

Esta guia ha sido realizada con el objetivo de dotar de conocimientos y documentacion
de referencia al personal de los laboratorios de las SEREMIS de Salud que utilizan ratones
de laboratorio para los analisis de Marea Roja, con el fin que se logre su mantenciény uso

correcto, bajo estandares de bienestar animal, con ambientes controlados y condiciones
de bioseguridad adecuadas para el personal, para la obtencion de resultados confiables y
reproducibles.

El usuario podra consultar esta guia ante cualquier duda, para ello se ha utilizado un
lenguaje si bien técnico, de facil comprension.

Introduccioén a la ciencia de animales de laboratorio (AL)

Para poder comprender el concepto de los AL,
su fisiologia, condiciones de mantenciény manejo
es necesario comentar el contexto en que se des-
envuelve su uso.

Los AL comenzaron a utilizarse para conocer el
cuerpo humano y algunos fenémenos relaciona-
dos con la salud humana, estudios de anatomia,
efecto de medicamentos, creacion de vacunas,
estudio de enfermedades, métodos quirdrgicos,
etc. Fue asi como nacié la Ciencia de Animales de
Laboratorio. Esta es una ciencia multidisciplinaria
que tiene como objetivo abordar todos los puntos
involucrados en el uso de animales de experimen-
tacion, con el fin de darles un buen uso y que los
resultados de los experimentos a los cuales seran
sometidos sean confiables y reproducibles.

Dentro de las areas involucradas en esta Cien-
cia estan la microbiologia, genética, patologia,
fisiologia, etologia, bioseguridad, eutanasia, nu-
tricion, sistemas de ventilacién, equipamiento, in-
fraestructura, cirugia, anestesia, analgesia, legisla-
ciény transporte, entre otras.

Es asi como los AL han sido un gran aporte
para la salud de las personas, para el conocimien-
to de fenémenos que pueden afectar al ser huma-
noy mejorar su bienestar. Sin embargo, la crianza,
mantencion y uso de estos animales es compleja
y sino se realiza bajo condiciones controladas, los
resultados de las pruebas a las que seran someti-
dos podria no ser confiable.
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Glosario de términos

Para el entendimiento de esta guia es necesario definir algunos conceptos:
Agente etiologico: es aquel agente causante de una enfermedad o patologia

Animal de experimentacion: Todo aquel que es utilizado en un experimento (segtn la definicion de
experimento de este glosario)

Animales convencionales: animales criados o mantenidos en condiciones que no aseguran la esterili-
dad del ambiente y los materiales (alimento, agua, material de alojamiento, etc.) y que podrian contener
agentes bacterianos, virales o parasitarios, por o tanto, no son de calidad microbiolégica conocida. Las
instalaciones donde se aloja este tipo de animales son llamadas convencionales.

Animal de Laboratorio (AL): Todos aquellos animales cualquiera sea su especie, cepa, estado de de-
sarrollo o calidad microbiolégica, destinados a estudios especificos, cuya producciéon y/o mantencion
ocurre dentro de un Bioterio en el que se someten a un manejo genético, sanitario, alimenticio y am-
biental uniforme y adecuado, y en los cuales es posible reproducir en cualquier individuo de cualquier
generacion, resultados comparables en las pruebas especificas a que son sometidos.

Animales libres de patogenos especificos (SPF): Son aquellos criados o mantenidos bajo condicio-
nes de esterilidad y que poseen una lista de agentes conocida. Las instalaciones donde se aloja este tipo
de animales son llamadas SPF.

Bienestar Animal: Estado fisico y mental de un animal en relacion con las condiciones en las que vive.
Un animal experimenta un 6ptimo bienestar si esta sano, en un habitat confortable, nutrido, enriquecido
y seguro.

Bioética: La bioética es una rama de la Etica, encargada de establecer los principios de conducta ade-
cuados y aceptables entre el ser humano y otros seres vivos. La bioética aborda las problematicas y
desafios que surgen de los avances en la investigacion biologica y sus aplicaciones, como por ejemplo,
el uso de animales.

Bioterio: Instalacion cerrada con condiciones ambientales controladas, destinada a la reproduccion,
mantencion y experimentacion con animales. Esta instalacion a su vez puede contener unidades de
mantencién animal y/o sala de procedimientos.

Derivacion por cesarea: Método en el cual se extraen los fetos de una hembra gestante a través de
cesareay se transfieren a una hembra nodriza para su lactancia. El objetivo es que los fetos no pasen por
el canal del parto para que no contraigan microorganismos. Este método se utiliza para limpiar colonias
infectadas.

Distrés: Estado negativo de un animal como consecuencia de sufrir un estrés cronico, donde el estimulo
negativo se mantiene y los mecanismos de adaptacion se agotan.

Dolor: Experiencia sensitiva o emocional desagradable asociada a un dafio o lesién de un tejido.

Experimento: Se entendera como experimento la definicion que se indica en la Ley 20.380 de Protec-
cion a los Animales, a saber, conjunto de procedimientos realizados en animales vivos con el fin de ve-
rificar una hip6tesis cientifica probar un producto natural o sintético producir sustancias de uso médico
0 bioldgico, detectar fendmenos, materias o sus efectos, realizar demostraciones docentes, efectuar
intervenciones quirdrgicas y en general estudiary conocer su comportamiento.

Enriquecimiento ambiental: Manejo que permite al animal en confinamiento, expresar comportamien-
tos especificos de su especie y/o reducir conductas inapropiadas, para mejorar el bienestar, a través de
la entrega de estimulos positivos.

Estacion Experimental: Recintos semi abiertos o abiertos destinados a experimentacién de animales
mayores y/o de granja, domésticos o silvestres (bovinos, equinos, ovinos, porcinos y aves, entre otros).
En esta unidad se permite la reproduccién de animales y puede contener Unidades de Mantencién Ani-
mal y/o salas de procedimientos. Las condiciones climaticas pueden no ser controladas, pero se deben
ajustar a los requerimientos de los animales alojados.

Estrés: Respuesta fisiologica frente a un estimulo amenazante, que genera una serie de reacciones cor-
porales de supervivencia, como por ejemplo aumento de la glicemia y taquicardia.
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Eutanasia: Interrupcion de la vida de un animal, la cual debe realizarse evitando el sufrimiento, utilizan-
do métodos aprobadosy que ocasionen una pérdida rapida e irreversible de la conciencia. Es equivalen-
te al concepto de muerte humanitaria.

Macroambiente: Ambiente fisico que se encuentra fuera del confinamiento primario (jaula), como, por
ejemplo, salas de mantencién de animales. El macroambiente incluye factores como fotoperiodo, tempe-
ratura, humedad ambiental relativa, flujo de aire y ventilacion, niveles de ruido, vibraciones, entre otros.

Microambiente: Ambiente fisico inmediato y limitado que rodea al animal (confinamiento primario),
como, por ejemplo, jaulas o microaisladores. El microambiente comprende factores como alimento,
agua, material de alojamiento y enriqguecimiento ambiental.

Modelo Animal: es aquel animal que permite reproducir enfermedades o respuestas frente a ciertos
fenémenos de manera similar al hombre.

Reactivo Biologico: Todo aquel animal que serd utilizado en alguna prueba para efectuar un diagnésti-
co o comprobar una hipotesis.

Recintos para alojamiento de animales: Toda instalacion, fija o movil, incluidas aquellas areas abier-
tas, semi abiertas o cerradas, destinadas a alojar permanente o transitoriamente animales. En esta cate-
goria se incluyen los bioterios, unidades de mantencién animal (UMA), salas de procedimientos y esta-
ciones experimentales.

Unidades de Mantencion Animal (UMA): Recintos destinados al alojamiento transitorio o permanente
de animales. En este tipo de recintos se permite alojamiento de animales por mas de 24 horas y esta
prohibida la reproduccion de animales.

Sala o Area de Procedimientos: Instalaciones para realizar procedimientos quirdrgicos, no-quirdrgicos,
eutanasia y necropsia. Pueden alojar animales por un periodo menor a 24 horas.
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Requisitos de infraestructura para instalaciones que alojan animales de la-
boratorio

Los animales de laboratorio se deben criary mantener en Bioterios, que son recintos cerrados, cuyas
condiciones ambientales son controladas y se deben mantener dentro de los parametros normativos
para cada especie alojada y que tienen requisitos especificos en cuanto a su infraestructura y equipa-
miento para asegurar el bienestar animal.

El objetivo de los Bioterios, UMAS y Salas de Procedimiento es suministrar las condiciones de aloja-
miento adecuadas a la especie animal para asegurar su reproduccion, condiciones sanitarias, genéticasy
de bienestar animal, con el fin de producir animales sanos, libres de patégenos que puedan interferir en
las pruebas a las cuales seran sometidos y que permitan obtener resultados confiables y reproducibles.

Tanto los Bioterios, como UMAS y Salas de Procedimiento deben contemplar ciertos requisitos de in-
fraestructura para asegurar buenas condiciones de alojamiento de los animales, las cuales se mencionan
a continuacion:

* Pinturas lavables y resistentes a detergentes y desinfectantes para muros, cielos y divisiones.

* Puertas herméticas, para la mantencion y eficiencia de sistemas de ventilacion y evitar el ingreso de
agentes indeseables a la colonia.

* Salas de animales sin ventanas, ni ventilaciones, que permitan el ingreso de aire externo sin filtrar.

e Zbcalo sanitario en uniones inferiores de muro y piso para evitar acumulacion de polvo.

* Pasillosy puertas de ancho considerable que permitan circulacién de carros y equipos.

 Pisos lisos (sin uniones) y antideslizantes, de material resistente a los desinfectantes y detergentes.

* Luces empotradas en el cielo 0 en areas altas del muro, para evitar golpes a las fuentes de iluminacién.

* Muros de pasillos y salas con barreras metalicas laterales anti golpes.

* lavaderos y mesones de acero inoxidable o material no poroso, lavable y resistente a detergentes y
desinfectantes.

* C(Cieloytechumbre resistentes para el alojamiento de equipos de ventilacion.

* Acceso controlado, ya sea por puerta con cerradura con llave u otros sistemas como control biométri-
co o sistemas digitales.

Areas requeridas en las instalaciones (bioterios, umas y salas de procedi-
miento)

Las areas que se mencionan a continuacion son necesarias para el buen funcionamiento de un Biote-
rio, sin embargo, su existencia va a depender del tamafio de la instalacion, de las funciones y actividades
que se realicen y de los recursos disponibles:

* Oficinas o areas administrativas y archivo de documentacion.
» Banos, duchasy vestidores, segtin cantidad de funcionarios (DS 594 MINSAL).

e Sala de estar o de alimentacién. Si no se cuenta con esta area deberia existir un casino institucional.
Esta prohibido comery beber en las salas de animales.

 Salas de alojamiento, mantencion y/o procedimientos con animales. Las salas de procedimiento de-
ben estar separadas de las salas de mantencién o alojamiento.

e Sala de cuarentena. Esta sala se utiliza para la observacién de animales llegados al Bioterio, con el fin
de evitar el ingreso de animales enfermos o infectados con agentes ajenos a la colonia. Se puede evitar
esta sala en el caso que la totalidad de los animales que lleguen salgan al mismo tiempo de la sala.

* Pasillos de circulacion. Deben tener el ancho adecuado para la circulacion de racks, carros de trans-
porte de materiales y el personal.

* Sala de limpiezay lavado de jaulas y bebederos. Debe estar alejada de las salas donde estan los ani-
males, por el ruido que generan.

 Sala de esterilizacion. Aca se ubica el autoclave que deberia ser de doble puerta. (obligatorio en Bio-
terios SPFy también en bioterios convencionales que utilicen material de alojamiento contaminado,
como viruta sucia, por ejemplo).
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e Sala de maquinas (Caldera, equipo electrogeno). El equipo electrgeno es obligatorio para Bioterios
que controlan el macroambiente con equipos de ventilacion dependientes del suministro de electrici-
dad de la red eléctrica.

e Laboratorio de control de calidad animal o area de procesamiento de muestras.

+ Area de eutanasia de animales. Debe estar en un lugar alejado de areas ruidosas.
* Area de atencién de clientes.

¢ Bodega de alimentos.

¢ Bodega de material de alojamiento.

« Area de acopio de desechos domiciliarios y biolégicos.

* Area de recepcién o embalaje y despacho de animales.

Area limpia de un bioterio

Equipamiento de un bioterio

Asi como los Bioterios, UMAS y salas de procedimiento tienen requisitos para la infraestructura, tam-
bién el equipamiento necesario para el alojamiento y la experimentacion con animales utilizado en di-
chos recintos tiene sus requisitos, los cuales se mencionan a continuacion:

Jaulas y accesorios.

Las jaulas son requeridas para el alojamiento de los animales, existen distintos tamanos, segln la
especie y la cantidad de animales, sin embargo, deben ser de un material no téxico, que el animal no
pueda morder o roer, resistente a los desinfectantes y procesos de autoclavado, generalmente se fabri-
can en policarbonato o polisulfona, ambos materiales son transparentes, por lo que, permiten observar
el comportamiento de los animales. Todas las jaulas deben tener rejillas en la parte superior y algln
accesorio donde disponer el alimento y el bebedero. Las rejillas deben ser de acero inoxidable resistente
a los desinfectantes y al autoclavado. Los bebederos también deben ser resistentes a los desinfectantes
y al autoclavado, generalmente son del mismo material de las jaulas y las pipetas de acero inoxidable.
Antiguamente se utilizaba el vidrio que también es resistente, pero se quiebra y provoca riesgo de heri-
das cortopunzantes. Las jaulas que tienen rejilla y estan en contacto directo con el ambiente de la sala
son llamadas jaulas convencionales o jaulas abiertas y las jaulas de los racks ventilados son llamados
microaisladores. Estos Gltimos estan conectados al rack y generan un ambiente hermético dentro de la
jaula, ya que tienen un conector para el ingreso de aire filtrado y otro para la salida del aire al ducto de
extraccion del rack. Poseen una tapa que debe tener laminas de filtro HEPA (filtro de alta eficiencia que
retiene todo tipo de particulas hasta virus y bacterias) para evitar la entrada de aire ajeno a la jaula.
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Jaulas convencionales v/s Microaisladores

Las jaulas convencionales son mucho mas econémicas que las jaulas con filtro, se pueden autoclavar
y son resistentes a los desinfectantes, pero tienen las siguientes desventajas: permiten la contaminacion
cruzada entre las jaulas vecinas, aumentan el riesgo de alergias al emitir todos los desechos hacia la
sala (amoniaco, malos olores) y requiere de estar alojadas en salas que posean equipos eficientes de
inyeccion y extraccion de aire (sistemas de ventilacion) para removery limpiar constantemente el aire de
la sala. En el caso de los microaisladores éstos tienen las siguientes ventajas: mejora la calidad del aire
dentro de la jaula, generan menor carga de amoniaco y malos olores dentro de la jaula, asegura 10 a 15
recambios de aire por hora dentro de la jaula, que es lo que se pide por normativa internacional, evita
traspaso de virus, bacterias y parasitos de una jaula a otra, mejora la calidad del aire fuera de la jaulay
disminuye el riesgo de alergias a los operadores, es facil de usary no requiere de conocimientos técnicos
avanzados para su uso. La principal desventaja es su alto costo.

Racks ventilados y carros portajaulas abiertos.

Se requieren para el soporte de jaulas abiertas (carros portajaulas) o microaisladores, en caso de
racks ventilados. Los carros portajaulas deben ser metalicos y de material resistente a los desinfectantes
para su limpieza y desinfeccién, idealmente con ruedas para su movilidad, también pueden ser fijos o
tipo repisa, fijados al muro. Para el caso de repisas se aconseja que sean de tipo rejilla, de manera que
el aire que se genera a la salida de las rejillas de las jaulas sea facilmente removido por el sistema de ex-
traccion. No ocurre asi, en el caso de repisas de madera (melanina), donde fuera de la rejilla se tienden a
generar bolsones de aire saturado de amoniaco que es dificil de remover por los sistemas de extraccion.
En el caso de racks ventilados, este tipo de alojamiento asegura una mejor calidad del aire dentro de la
jaula, al inyectar aire filtrado por filtro HEPA y extraer aire sucio de cada microaislador, como también, al
ser cerrado y no tener contacto con el aire de la sala, permite aislar cada jaula, crear un ambiente estéril
dentro de ellay al ser independientes uno de otro, evita la contaminacion cruzada entre una jaula y otra.
Sus ventajas son que es facil de instalar, ya que requiere sélo un enchufe para su instalacion, son de facil
mantencion. Requiere principalmente la mantencion anual de los filtros y la limpieza del rack, existe dis-
ponibilidad de repuestos de cada pieza. Sin embargo, su principal desventaja es su alto costo, cada Rack
con sus microaisladores y utensilios tiene un valor superior a los 30 millones de pesos, dependiendo
del tamafio y nimero de microaisladores. El costo de los repuestos también es alto y todo se vende por
separado (jaula, tapas, filtros, tarjetero, pipeta para el bebedero, tapa del bebedero, botella, comedero,
etc.). No existen proveedores nacionales, por lo que los repuestos se deben importar.

Rack porta jaulas Rack ventilado

Mesones.

Idealmente deben ser de acero inoxidable u otro material resistente a los desinfectantes. Todos los
dias se deben desinfectar los mesones con alcohol 70% u otro desinfectante antes de proceder realizar
trabajos sobre ellos.
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Lavaderos.

Se requieren para el lavado de jaulas, rejillas, bebederos y
otros utensilios. Idealmente deben ser de acero inoxidable, para
su lavado y desinfeccion y de un tamafno y nlimero acorde a la
cantidad de implementos que se deben lavar y desinfectar.
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Carros de transporte.

Son necesarios para transportar distintos tipos de utensilios dentro del Bioterio: jaulas, sacos de ali-
mento, sacos de material de alojamiento, bebederos, etc. Pueden ser plasticos o metdlicos, de material
lavable y desinfectable.

Autoclave doble puerta.

Se requiere de manera obligatoria en Bioterios SPF (Libres de
Patdgenos Especificos) para evitar el ingreso de agentes ajenos
a la colonia. Se utiliza para autoclavar casi todo lo que ingresa
dentro del Bioterio, como ropa, sacos de alimento, agua, material
de alojamiento, jaulas, etc. Debe estar empotrado en el muro que
divide el area sucia (area de limpieza y lavado de materiales) y el
area limpia dentro del Bioterio y debe tener una puerta por cada
area, de manera de ingresar el material desde el area sucia a tra-
vés del autoclave al area limpia. No son obligatorios en Bioterios
convencionales o abiertos. Requieren de personal certificado por
la SEREMI de Salud para su uso. Son una de las barreras sanita-
rias mas importantes en un Bioterio, sin embargo, son de alto
costoy requieren de constante mantencion.

Maquinas lavadoras e hidrolavadoras.

Se utilizan para el lavado de jaulas, bebederos, carros porta-
jaulas, racks ventilados, microaisladores, tapas o rejillas de jau-
las, sirven para automatizary estandarizar el proceso de lavado.
Se requiere un solo funcionario que alimente el equipo con las
jaulas y que reciba las jaulas limpias con la cama al final del pro-
ceso. También existen las estaciones de lavado y desinfeccion de
bebederos que cumplen la misma funcién. Son de alto costo y
requieren mantenciones constantes.

Estaciones de cambio.

Es un equipo semejante a un gabinete de bioseguridad cuyo
objetivo es evitar el contacto de los animales con el aire de la
sala. Generalmente inyectan aire con presién positiva, de ma-
nera que empujan el aire fuera de la camara e impiden que el
aire de la sala ingrese al interior de la estacion. Son obligatorias
en Bioterios SPF y se utilizan cuando los animales deben salir
del microaislador, por ejemplo, para realizar un procedimiento o
cambio de jaula.
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Guia técnica de uso y manejo de ratones de laboratorio para
SEREMIS de salud

Manejadora de desechos.

Es un equipo que tiene como objetivo proteger al operador de la inhalacién de polvo u otras particu-
las que se generan durante la limpieza de las jaulas contaminadas o con material sucio. Poseen un equi-
po de extraccion que capta dichas particulas y las lleva a un filtro HEPA, por lo cual disminuye el riesgo
de alergias para el operador. Puede ser utilizado en Bioterios convencionales y SPF.

Equipos de climatizacién.

Son equipos que climatizan el ambiente de la salay controlan la temperaturay la humedad para man-
tenerla en los rangos normativos segln la especie alojada. Generalmente estan asociados a Unidades de
Mantencion de Aire (UMA), permitiendo que la UMA inyecte aire a la temperatura deseada.

Generador eléctrico.

Son equipos que se utilizan para dar continuidad al suministro eléctrico cuando hay cortes de luzy de
esta manera mantener el funcionamiento de equipos que requieren suministro eléctrico como sistemas
de aire acondicionado, autoclaves, luminarias, racks ventilados, etc.

Calderas.

Son equipos generadores de agua caliente y vapor de agua para los procesos que requieran este tipo
de suministros, tales como autoclaves, salas de lavado, maquinas lavadoras e hidrolavadoras, etc.

Anatomia, etologia y fisiologia del raton de laboratorio

Caracteristicas anatomicas del raton

Los ratones de laboratorio son de la especie mus musculus, son de pequefio tamafio, en algunos
casos son albinos de capa pilosa sin color y ojos despigmentados como los ratones de cepa CF-1 0 bien
con pelaje de colory ojos pigmentados como el raton de cepa C57BL6 que es de color negro.

Su frecuencia cardiaca fluctda entre los 500 a 700 latidos/min. Posee 4 incisivos, dos superioresy dos
inferiores, no tienen caninos (colmillos), ni premolares y poseen 12 molares, 3 a cada lado, superiores e
inferiores, en total 16 piezas dentales. Sus dientes nunca dejan de crecer, por lo que necesitan roer obje-
tos duros de manera constante para controlar el crecimiento de sus dientes.

Poseen 5 pares de glandulas mamarias, por lo que estan adaptados para mantener una crianza de 10
crias por parto, aunque en el laboratorio pueden llegar a tener camadas mucho mas numerosas.

El peso al nacer 0,5 a 1,5 gramos, mientras que su peso adulto puede fluctuar entre los 30 a 40 gra-
mos.

Su temperatura corporal fluctda entre los 36,5 a 38°C.

Son Omnivoros y su consumo diario de alimento puede llegar hasta los 10 g/dfa, mientras que el
consumo diario de agua puede llegar hasta los 6 mL/dia

Poseen orejas sobresalientes y alargadas y un hocico alargado con vibrisas (bigotes) largas que son
muy sensibles al tacto.
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Caracteristicas reproductivas

El ratdn es una especie que posee caracteristicas reproductivas que lo hacer ser una especie muy
prolifica. Su tamano de camada es numeroso, su periodo de gestacion corto y ciclo de vida corto, lo cual
lo hace ser una especie ideal para ser utilizado en el laboratorio.

La pubertad se alcanza entre los 50 a 60 dias de edad, el ciclo estral dura 4 a 5 dfas, existe un celo 24
horas después del parto que es fértil, permitiendo a la hembra quedar prefiada si el macho esta presente
durante ese periodo. La gestacién tiene una duracion de 19 a 21 dias. Los tamafios de camada pueden
llegar hasta las 20 crias por parto. La edad de destete fluct(ia entre los 18 a 21 dias con 8 a 10 gramos de
peso. Aunque un ratén puede vivir hasta cerca de los 2 afios, su vida Gtil reproductiva fluctia entre los 6
a 8 partos, ya que después de ese periodo comienza a perder eficiencia reproductiva, baja el tamafio de
la camaday se alarga el lapso entre cada parto.

Hembras con sus camadas

Caracteristicas etolégicas o conductuales

Elratdn es un animal muy timido, le gusta estar en grupos, pero es territorial.

Es una especie presa, es decir, cree estar siempre a la vista de un depredador, por eso necesita escon-
derse. Ha desarrollado sus sentidos para captar al depredadory esconderse de él.

Es de habitos principalmente nocturnos, la reproduccion ocurre principalmente de noche.

Las cepas no consanguineas son mas déciles (por ej. CF-1), mientras las cepas consanguineas son
mas nerviosas y agresivas (por ej. Balb/c)

Los machos adultos son muy territoriales, por lo que tienden a pelear si se encuentran con otros ma-
chos en su jaula o espacio.

Producen un olor desagradable, debido a la gran cantidad de amoniaco excretada en la orina, el
cual en grandes concentraciones puede ser toxico para el operador (sobre 20 ppm como Valor Limite
Ponderado (LPP) para una exposicion diaria de 8 horas) y principalmente para los ratones, por eso es
importante y necesario un buen sistema de extraccion de aire que remueva el aire de la jaula y de la sala.

Como conducta de dominancia se da el Barbering, que consiste en que en un grupo de ratones aquel

que es dominante saca los pelos del resto, incluyendo muchas veces las vibrisas, que tienen una funcion
neurolégica vy tactil para controlar el equilibrio y determinar las texturas del ambiente.

Requieren de un fotoperiodo de 12 a 14 horas de luz y 10 a 12 de oscuridad, lo cual es necesario para
mantener el ritmo circadiano, que sirve para sincronizar las funciones biolégicas de 24 horas del cuerpo
con el ciclo de dia 'y noche, regulando procesos como el suefio-vigilia, la liberacién de hormonas (como
el cortisol), la temperatura corporal y el metabolismo.

Organos de los sentidos
El ratdn posee una vision muy pobre y borrosa, la cual es mas eficiente de noche que de dia.

El olfato es uno de sus sentidos méas desarrollados y coincide con encontrarse en uno de los sectores
que ocupa mayor lugar dentro de la cabeza. Por ello, es capaz de captar de manera muy sensible feromo-
nas a grandes distancias, las cuales son eliminadas con fines reproductivos y territoriales.
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Guia técnica de uso y manejo de ratones de laboratorio para
SEREMIS de salud

Eltacto se percibe principalmente a través de las vibrisas o bigotes, las cuales estan conectadas direc-
tamente con sectores del cerebro, lo que les permite explorar el entorno y obtener informacion detallada
de su ambiente cercano, incluso en la oscuridad. Ademas de las vibrisas, los ratones también utilizan
pelos protectores mas largos y las almohadillas sensoriales en sus pies para percibir estimulos tactiles.

El sentido de la audicion también es uno de los méas desarrollados y son capaces de captar sonidos
muy agudos, principalmente en ondas de ultrasonido que las personas no son capaces de captar. Se
comunican a través de ruidos imperceptibles cuya frecuencia y volumen tiene distinto significado.

Los ratones presentan una conducta llamada tigmotaxis, que es la tendencia a permanecer cerca de
superficies verticales, es decir, camina por las orillas de los muros o las jaulas, para sentirse seguro.

Audicion y olfato: los sentidos mas desarrollados

Formas de comunicacién

Los ratones se comunican principalmente a través de sonidos (como chillidos ultrasénicos y otros
mas audibles), feromonas (sefales quimicas en su orina y otras secreciones que indican peligro, aparea-
miento o territorio) y lenguaje corporal (movimientos y expresiones faciales) para transmitir informacion
socialy emocional. Su agudo sentido del olfato es crucial para interpretar las sefiales quimicas que dejan
en el ambiente, como las marcadas con la orina.

Vocalizaciones

Los ratones emiten una amplia gama de sonidos, la mayoria en un rango de ultrasonido que es inau-
dible para los humanos.

La comunicacion de emergencias se da mediante chillidos, que pueden alertar a otros ratones sobre
la presencia de peligros.

Feromonas vy olor

Las feromonas son sustancias quimicas que son esenciales en su comunicacion, las cuales excretan
en su orina y otras secreciones y son utilizadas como marcadores quimicos y otros mensajes mas com-
plejos como comunicar informacién sobre la disponibilidad para aparearse, la identificacion de indivi-
duos de su grupo, y la presencia de comida o de una amenaza en el entorno.

Lenguaje corporal

Se comunican a través de posturas y movimientos corporales especificos que pueden durar fracciones
de segundo. También a través de expresiones faciales como el enrojecimiento de las orejas, para comu-
nicar su estado emocional.

Comportamiento social

Los ratones son animales sociales, les gusta estar en grupos y participan en comportamientos lidi-
COS, COMO correry perseguirse, como parte de su interaccion social.

Ayuda mutua: También se comunican para ayudarse mutuamente, como alertarse de peligros o cui-
dar de las crias.
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CLASIFICACIONES

Clasificacion segiin su condicion genética

Seg(in su condicién genética se clasifican en consanguineos y no consanguineos

Consanguineos: cruces entre hermanos (ejemplo cepa Balb/c), genéticamente son todos iguales, es
decir tienen el mismo ADN, por ello son muy utilizados en investigacion cientifica, ya que de esa manera
el animal deja de ser una variable mas dentro del experimento, al ser todos iguales.

No consanguineos: cruces entre reproductores que no tienen ninglin grado de parentesco, como por
ejemplo la cepa CF-1. Tienen caracteristicas reproductivas, como gran tamafio de camada y lapso inter-
parto corto, que lo hacen deseables para pruebas donde se utilizan grandes cantidades de animales,
como por ejemplo el bioensayo para detectar toxinas marinas.

Clasificacion segin calidad microbiolégica

Animales convencionales

No son criados bajo barreras sanitarias estrictas y pueden tener algunas bacterias, virus o parasitos.
Generalmente son criados en Bioterios abiertos, sin barreras sanitarias estrictas y con sistema de jaulas
abiertas. No siempre se conocen los agentes que poseen. Se pueden utilizar en pruebas donde los agen-
tes que puedan tener presentes no alteren los resultados.

Animales SPF
SPF de la sigla en inglés Specific Pathogen Free, que significa libre de patdgenos especificos.

Son criados bajo barreras sanitarias estrictas, en Bioterios completamente cerrados y alojados en
racks ventilados. Solo tienen gérmenes comensales que no les producen enfermedades. Se debe certifi-
car la lista de agentes presentes con analisis especificos que detecten la presencia de los agentes en el
animal. Posteriormente a ser adquiridos del Laboratorio de origen, se debe monitorear el estado sanita-
rio de los animales para asegurar que mantienen la condicién de SPF de origen, es decir que no hayan
adquirido nuevos agentes durante el alojamiento en el Bioterio.

ANIMAL CONVENCIONAL ANIMAL SPF

Condiciones ambientales para la mantencion de ratones de laboratorio

Elambiente de un raton de laboratorio criado en un Bioterio es todo aquello que lo rodea y que puede
influir en su comportamiento.

El ambiente dentro de un bioterio se puede clasificar en dos, el microambiente corresponde a aquel
gue esta dentro de la jaula y el macroambiente al que esta fuera de la jaula y dentro de la sala. Ambos
son distintos y tienen caracteristicas y factores especificos que pueden influir en el comportamiento y
bienestar del raton de laboratorio.
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Guia técnica de uso y manejo de ratones de laboratorio para
SEREMIS de salud

Macroambiente
Los factores que influyen en el macroambiente son los siguientes:
Temperatura
Humedad
lluminacion
Fotoperiodo
Calidad del aire
Ruidos
Animales silvestres y vectores

Cabe destacar que las condiciones ambientales de un Bioterio deben estar controladas y mantenidas
entre ciertos rangos normativos, para asegurar el bienestar de los animales alojados.

Temperatura

La temperatura de la sala se debe controlar a través de equipos de climatizacion automaticos, gene-
ralmente a través de unidades manejadores de aire (UMA) que inyectan aire climatizado desde el exterior
del bioterio hasta dentro de la sala y debe ser monitoreada y registrada diariamente.

El rango de temperatura normativo para ratones de laboratorio se encuentra entre 20 a 26°C. Este
rango corresponde a la temperatura de termorregulacion del ratén, es decir, en este rango el animal no
debe realizar ningln proceso fisiol6gico de adaptacion.

El rango vital de temperatura de un raton es de — 4°C a 34°C. Fuera de esos rangos se puede morir,
sobre todo si el tiempo en que se mantenga la temperatura fuera de este rango es prolongado. En peacks
cortos y bruscos, de corta duracion, el animal puede activar sus mecanismos de adaptacion fisiologicay
soportar esas temperaturas.

Respuestas de los ratones a las temperaturas

Temperaturas sobre 26°c

Al subir la temperatura ambiental sobre 26°C aumenta la frecuencia cardiaca y respiratoria y sube la
presion arterial. El raton comenzara a generar mecanismos de adaptacion para disipar calor, sin embar-
g0, sus mecanismos para disipar calor son muy pobres, no existe como en otras especies la transpiracion
o el jadeo, sino que comienza a abrir el hocico (boqueo), se mueve mas rapido y toma méas agua.

Temperaturas bajo 20°c

Como mecanismos de adaptacion para temperaturas bajo los 20°C, el ratén reduce sus movimientos
y se agrupan para darse calor. Baja la frecuencia cardiaca y respiratoria y baja la presion arterial. Se ge-
nera piloereccion al contraerse los muisculos piloerectores, con esto tiende a retener aire sobre la piel y
calentarlo. También tienden a cubrirse con el material de alojamiento.

Las altas temperaturas inhiben la reproduccién y pueden provocar canibalismo, mientras que las ba-
jas temperaturas inducen cuadros respiratorios.

Humedad relativa

La humedad relativa es controlada con humidificadores y deshumidificadores, los cuales estan ado-
sados al sistema de ventilacion. El rango normativo para el ratén es 30 a 70% (Guia ILAR, 2011).

Las fuentes de humedad del macroambiente son la respiracion animal y humana, agua de bebida y
lavado y desinfeccion de la sala.

A diferencia de la temperatura, los ratones soportan bien rangos de humedad superiores e inferiores
a los normativos y no generan mecanismos fisiol6gicos de adaptacion.

Los ambientes muy himedos pueden producir cuadros respiratorios y sobrecrecimiento de hongos,
mientras que los ambientes muy secos pueden producir necrosis de la cola (sindrome cola en anillo),
principalmente en las ratas, mas que en los ratones.
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Iluminacion
Una iluminacién adecuada es necesaria para la conducta normal de las especies e influye directa-
mente en la reproduccion.

La iluminacién debe ser homogénea dentro de la sala y abarcar todas las areas de trabajo, para per-
mitir una buena inspeccién de los animales y buenas condiciones de trabajo.

Los racks de alojamiento de jaulas deben disponerse de manera tal que permita el acceso de la luz
a todas las jaulas. Generalmente, las jaulas de los niveles inferiores reciben menos luz que aquellas
dispuestas en niveles superiores, por lo tanto, una buena medida puede ser la rotacion de jaulas para ir
variando la cantidad de luz que reciben en el tiempo.

Por otro lado, se debe procurar no exponer a los animales a fuentes de luz directas y cercanas de alta
intensidad, ya que algunas especies son albinas y carecen de pigmento ocular, en esos casos la expo-
sicion directa a luz de alta intensidad puede provocar dafio ocular. Se debe proporcionar elementos de
enriquecimiento ambiental para que se puedan protegery esconder.

El rango normativo de Intensidad luminica para ratones es de 325 lux a 1 m del suelo (luz blanca).
Aungue el raton es una especie nocturna, igual necesita horas de luz para su conducta normal.

Fotoperiodo

El fotoperiodo corresponde a la cantidad de horas de luz y de oscuridad dentro de un dia completo
(24 horas). El rango de fotoperiodo normativo para ratones es de 12 a 14 horas de luz y 10 a 12 de oscu-
ridad. Debe ser controlado con switch automatico para asegurar el encendido y apagado del sistema de
iluminacion.

La cantidad de horas de luz y oscuridad durante el dia afecta la reproduccién y conducta animal, ya
que incide directamente sobre el reloj biolégico de los roedores.

Se debe evitar el ingreso de luz natural a las salas, ya que esto puede afectar el fotoperiodo.

Ruidos

La ausencia de ruidos es imposible, pero debe controlarse al maximo. Lo ideal es no superar los 70
decibeles, ruidos mayores a ese rango producen estrés, canibalismo y dafio acUstico. Los ruidos agudos,
fuertesy repentinos producen mucho estrés en los ratones, ya que tienen alta sensibilidad ac(stica y son
capaces de percibir sonidos muy agudos.

Se recomienda no limpiar, lavar jaulas, ni realizar procesos ruidosos dentro las salas de animales.

Las salas ruidosas, como la sala de lavado y desinfeccion, deberian estar alejadas de las salas de
animales.

Dentro de las salas se debe prohibir gritar, silbar y escuchar musica a alto volumen, ya que para los
ratones lo ideal es un ambiente silencioso.

Animales silvestres y vectores

Se debe evitar al maximo el ingreso de animales silvestres (ratones silvestres, gatos, péjaros, etc.)
e insectos, ya que ingresan agentes infecciosos a la colonia de animales, para ello se debe contar con
barreras sanitarias y barreras fisicas para evitar su ingreso al Bioterio.

Debe existir un programa de desinsectacion y desratizacion para roedores silvestres, palomas e in-
sectos.

Los alimentos se deben almacenar alejados del suelo y del muro para evitar contagio por insectos u
hongosy los desechos organicos se deben disponer en contenedores cerrados y alejados del Bioterio, ya
gue son fuentes de roedores silvestres.

Calidad del aire (Sistemas de ventilacion)

La ventilacion es uno de los factores mas importantes para proporcionar una buena calidad de aire 'y
para mantener el control del macroambiente de las salas.

La calidad del aire se controla por sistemas de ventilacion, que incluyen equipos de inyeccion y ex-
traccion de aire, junto con equipos de climatizacion y control de humedad.

Debido al funcionamiento simultaneo de inyeccion y extraccion de aire se genera movimiento de las
particulas suspendidas en el aire y remocion de ellas hacia el sistema de extraccion y salida fuera de la

17

=)
(%]
—
=
c
—
(=]
o
o
wn
2,
c
o
e
[ ety
=L
=
Q
(=}
(¢’
0
=
o




=
(%]
-
=
=
-
o
o
(¢°]
wn
=,
c
[=8
o)
[ ==t}
=z
=
Q
(=1
®
(@]
=
)

Guia técnica de uso y manejo de ratones de laboratorio para
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sala, esto provoca que se vaya generando un recambio de aire sucio a limpio. La normativa indica que
deberia existir un rango de 10 a 15 recambios de aire por hora, es decir en una hora el aire de la sala se
cambia 10 a 15 veces.

El objetivo de los sistemas de ventilacion es por una parte la remocién de todas las particulas sus-
pendidas en el aire, tales como amoniaco, alérgenos, polvo en suspension, microorganismosy particulas
producto de la respiracion humana y animal. Por otro lado, son los responsables del control de la tem-
peraturay la humedad de la sala.

Elequipo de inyeccién del sistema de ventilacién, capta aire desde el exterior de la sala para ingresar-
lo dentro, por lo tanto, para evitar el ingreso de aire sucio lo debe filtrar. Para ello, se utilizan filtros HEPA
(filtracion de alta eficiencia), para retenery evitar el ingreso de particulas en suspension, incluyendo virus
y bacterias, por lo tanto, el aire que ingresa a la sala es aire limpio y de buena calidad sanitaria.

Los equipos de extraccion del sistema de ventilacion captan el aire dentro de la sala y lo sacan fuera.
Para proteger el medioambiente exterior al bioterio se debe incluir filtros a la salida del equipo de ex-
traccién como, por ejemplo, filtros de carbén activado para retener particulas de amoniaco que generan
mal olor en las salas y también, como medida importante de bioseguridad, filtros HEPA de alta eficiencia,
en el caso de bioterios de experimentacidn que trabajan con agentes infecciosos peligrosos para la co-
munidad.

En el caso de alojamiento con racks ventilados, la calidad del aire que ingresa a los microaisladores
es de muy buena calidad, ya que el aire sufre doble filtracion, la filtracion del equipo de ventilacion de
la sala (macroambiente) y la del rack ventilado que filtra el aire de la sala para ingresarlo dentro del mi-
croaislador (microambiente).

Por su parte, el aire que sale del microaislador es filtrado por el rack e idealmente debe ir conectado
directamente al ducto de extraccion de la sala, de manera que salga de la sala y no quede dentro.

Presiones diferenciales

Los sistemas de ventilacion también pueden controlar el flujo de entrada y salida del aire a las salas y
generar gradientes de presion de aire que pueden provocar ingreso de aire o salida de aire de las salas.
El sistema puede generar presion positiva si los equipos de inyeccién de aire tienen mayor intensidad
que los equipos de extraccién o presion negativa si los equipos de extraccién tienen mayor intensidad
que los equipos de inyeccion.

Dependiendo de la calidad de los animales que se encuentren alojados en las salas sera el tipo de
presion que se implementara. Por ejemplo, en el caso de salas de produccién o crianza de animales, se
debe proteger la calidad sanitaria de los animales que se encuentran alojados dentro de la sala, por lo
tanto, se debe evitar el ingreso de aire desde los pasillos, asi que se implementara presion positiva. Al
contrario, en salas gue alojen animales contaminados, sobre todo con agentes patégenos que puedan
ser peligrosos para la comunidad o el resto del personal del bioterio, se debe evitar la salida de aire de
la sala a los pasillos y se implementara presion negativa.

Presion positiva Presion negativa

Sala Sala
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Monitoreo de temperatura y humedad
Se debe realizar un monitoreo constante de la temperatura y humedad de las salas.

Existen sistemas de monitoreo on line, los cuales proporcionan trazabilidad de los registros y es
posible conocer la temperatura y humedad de las salas a distancia a través del computador y en todo
momento. Cuando la temperatura sobrepasa los rangos establecidos (20 a 26°C) se genera una alarma
que se envia por correo, lo cual permite tomar medidas correctivas preventivas y oportunas.

Tabla de lecturas 110212025 - 111032025 i

&

235°C
23°C

215°C

620 PM 9:00 PM 3:00 AM 2:00 AM 3:00 PM 5:50 PM
11/02 11/02 11/03 11/03 11703 11/03

Gréafico de registros de temperatura de una sala de Bioterio (sistema on line)

Cuando no se puede contar con estos sistemas, se debe realizar el monitoreo manual, que implica
anotar en un registro la temperatura y humedad de la sala en distintos momentos de la jornada laboral.
Los sensores deben entregar al menos los registros maximos y minimos dentro de una jornada, el incon-
veniente es que no se tendra conocimiento del momento de la jornada en que se dieron estos registros
y en este caso las medidas a tomar pueden no ser oportunas si los desvios ocurren fuera de la jornada
laboral.

Microambiente

El microambiente es el aire que se encuentra dentro del recinto de alojamiento de los animales, ya
sea jaula o microaislador. Es distinto al macroambiente (@mbiente fuera de la jaula) y esté influenciado
por otros factores que son material de alojamiento, densidad animal, olores, agua, alimento y enrique-
cimiento ambiental.

Material de alojamiento

El material de alojamiento impacta directamente en la calidad del aire dentro de la jaula, ya que se
utiliza para absorcién de orina y retencion de heces de los animales. Dentro de los materiales utilizados
se encuentran la viruta de maderas blancas, mazorca de maiz moliday distintos tipos de papel prensado
0 pelletizado.

El material de alojamiento puede ser una fuente importante de ingreso de microorganismos a la
colonia de animales, por lo tanto, se debe asegurar que su calidad sanitaria sea apropiada segtn la
calidad de los animales alojados. Dependiendo del caso debe ser autoclavada, irradiada o procesada a
altas temperaturas. Por ejemplo, para animales SPF debe ser obligadamente autoclavada o irradiada y
para animales convencionales se puede utilizar material de alojamiento procesado a altas temperaturas.
En este caso se deben analizar muestras del material para asegurar que no haya presencia de agentes
patégenos. Es importante que el envase del material de alojamiento sea impermeable, resistente y no
tenga aberturas.

El material de alojamiento tiene distintas funciones como por ejemplo ser aislante térmico y en al-
gunos casos ser fuente de calor para los animales. También permite la nidacion y en algunos casos es
fuente de enriguecimiento ambiental.

Debe estar libre de agentes quimicos y polvo.
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Guia técnica de uso y manejo de ratones de laboratorio para

SEREMIS de salud

5o

7 % Pellet de papel

El papel pelletizado ha sido procesado a altas temperaturas,

por lo tanto, tiene una calidad sanitaria aceptable para animales
convencionales, sin embargo, es importante la calidad del enva-
se y de almacenamiento (bodegaje) para que siga manteniendo
su calidad inicial.

Ventajas

Es el material que tiene mayor rendimiento de absorcion, esta
caracteristica permite cambios de cama mas aislados, una
vez por semana o hasta una vez cada dos o tres semanas en
racks ventilados con pocos animales pormicroaislador.

El proceso de pelletizado se realiza a altas temperaturas y
esto favorece la muerte de muchos microorganismos, por lo
tanto, no requiere esterilizacion y puede ser utilizado directa-
mente en el caso de alojamiento de animales convencionales,
no asi en el caso deanimales SPF, donde debe ser obligada-
mente autoclavado o irradiado.

Deja menos residuos de polvo que la viruta y otros materiales
y también se le pueden adicionar neutralizadores de olores,
mejorando la calidad del aire en ese sentido.

Desventajas
Debido a la tecnologia que implica su procesamiento, tiene
alto costo.

No posee valor en enriguecimiento ambiental, ya que los ani-
males no se pueden esconder, ni jugar con él, ni proporciona
posibilidades de nidaje al ser un material duroy desagregado,
por lo mismo tampoco funciona como fuente de calor vy aisla-
cion.

Papel prensado (sustrato de celulosa)

20

Es un sustrato procesado de celulosa que puede ser virgen o

reciclado y se presenta en forma de hojuelas.

Ventajas

Al ser un material de hojuelas suaves permite la nidacion, pro-
porciona calor a los animales y tiene alto valor en enriqueci-
miento ambiental, ya que los animales se puedenescondery
jugar con ella.

Al ser de material virgen durante su proceso baja la carga
bacteriana, a diferencia de la viruta que posee mayor carga
bacteriana.

Posee mayor poder de absorcion que la viruta.

Es mas liviano que el pellet de papel, por lo que, sus sacos
son mas livianos y de mayor volumen.

Se expande con la humedad, por lo que abarca mayor superficie.
Desventajas

Es de mayor costo que el pellet de papely que la viruta.
Tiene menor poder de absorcién que el pellet de papel.



Guia técnica de uso y manejo de ratones de laboratorio para
SEREMIS de salud

Viruta de madera

* Ventajas
Al ser un material de hojuelas suaves permite la nidacién, pro-
porciona calor a los animales y tiene alto valor en enriqueci-
miento ambiental, ya que los animales se pueden escondery
jugar con ella.

Por dltimo, es el material de alojamiento méas econdémico con
respecto a los demas tipos de material.
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e Desventajas
Deja muchos residuos de polvo, tiene bajo poder de absor-
cion. Al venir de barracas de madera puede presentar conta-
minacién, por lo que obligadamente se debe autoclavar.

Altener bajo nivel de absorcion requiere de cambios de cama
mas frecuentes.

Las hojuelas de la viruta son mas duras que las de prensado
de celulosa, por lo que esta dltima tiene mejor efecto para
proporcionar nido.

Densidad Animal
Se define como la cantidad de animales que hay dentro de una jaula.
Una buena densidad debe permitir a los animales moverse, comer, descansar, pararse y jugar.
En los ratones se debe considerar su conducta sociable, no se deben alojar animales solos.
La densidad animal esta normada en guias internacionales y se mide en centimetros cuadrados.
Con estos valores se calcula cuantos animales se pueden alojar en una jaula.

Una alta densidad animal puede provocar stress, aumento de temperatura, amoniaco y CO2 dentro
de la jaula'y conductas agresivas.

ESPECIE PESO (gr) AREA POR ALTURA JAULA
ANIMAL (cm2) (cm)
Ratén Menos de 10 38,7 12,7
11a1s 51,6 12,7
16a25 774 12,7
26a30 96,8 12,7
H+camada 330 12,7

Densidad animal normativa para ratones de laboratorio.

Medidas practicas para alojamiento en jaulas convencionales:
Ratones en jaulas de 19 x 30 cm:

<10 gr 15
10-15gr 11
15-25gr 8

1 hembra con su camada

Ratones en jaulas de 17 x 30 cm:
<10 gr 13

10-158F 9

15-25gr 6 animales

1 hembra con su camada
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Guia técnica de uso y manejo de ratones de laboratorio para
SEREMIS de salud

Olores

Los olores de origen animal son un factor importante que impacta el microambiente de los animales
e incide en su conducta y reproduccion.

La limpieza de jaulas con excesiva frecuencia produce estrés ya que el ratén es territorial y en cada
cambio debe volver a marcar su territorio y se generan feromonas reproductivas y otras que inciden en
la comunicacién y conducta animal, por lo mismo, induce peleas entre los machos alojados en la misma
jaula después del cambio de cama y altera el comportamiento reproductivo.

La falta de limpieza, produce acumulacién de amoniaco, lo que induce irritacion de vias aéreas y
stress.

Se debe compatibilizar la frecuencia de cambio de cama considerando los factores mencionados,
segln la densidad animal, el material de camay el sistema de alojamiento utilizado (jaulas abiertas o
racks ventilados con microaisladores)

La frecuencia recomendada para jaulas abiertas es de 1 a 2 veces a la semana, dependiendo de la
densidad animal y del material de cama. En el caso de rack ventilados puede ser 1 vez por semana a 1
vez cada 2 a 3 semanas.

Se debe evitar el uso de desinfectantes con aromas y perfumes en el personal.

Agua

El suministro de agua debe ser a libre demanda, es decir, el
animal siempre debe tener agua disponible, la cual debe estar
siempre fresca. En bioterios convencionales el agua puede ser po-
table, pero en los que alojan animales SPF (libre de pat6genos) el
agua debe ser autoclavada, acidificada, filtrada o irradiada.

La falta de agua produce estrés fuerte y conductas agresivas
como peleas y canibalismo.

Se debe estar muy atento a la calidad de los tapones y pipetas
de los bebederos para que no se vacie el agua dentro de la jaula.

Elagua de bebida debe ser controlada diariamente en su cali-
dad microbiolégica y cantidad de cloro y otros minerales.

Alimento

El alimento también puede afectar el microambiente y la con-
ducta de los animales.

En ratones de bioterios de crianza o produccién se da a libre
demanda, es decir, el alimento esta siempren disponible.

En ratones de experimentacion, algunos protocolos requieren
restriccion de alimento. La restriccion de alimento genera estrés
muy fuerte y puede alterar los resultados de las pruebas, por lo
que esta medida debe ser muy justificada y aprobada por un Co-
mité de Institucional de cuidado y uso de animales.

El alimento de ratones de laboratorio se puede presentar pe-
lletizado o extruido. Generalmente se dispone sobre la rejilla de
la jaula y el animal lo va comiendo de a poco. Alimentos mas
duros favorecen el control de crecimiento de los dientes.

El alimento puede ser una fuente de contaminacion, por ello,
debe ser analizado microbiolégicamente. El envase debe ser re-
sistente e impermeable y no debe tener aberturas, para evitar el
ingreso de agentes contaminantes e insectos.

El gran problema de los alimentos para los bioterios de rato-
nes es su alto costo y puede incidir de manera importante en los
costos de produccion.
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Enriquecimiento ambiental

Son materiales que se incluyen dentro de las jaulas para favorecer el juego, el nidaje y otras conductas
necesarias en los animales.

Los ratones son especies presa, es decir, siempre estan alertas a los depredadores, por eso necesitan
esconderse, eso les da seguridad y reduce el estrés.

Esta demostrado que las hembras con material para hacer nidos, hoja de papel o viruta, por ejemplo,
favorece la sobrevida de las crias y mejora el tamafio de camada.

Los alojamientos con material de enriquecimiento para esconderse como rollos de papel higiénico o
igld, mejoran la conductay productividad de los animales. Los igldes de color infrarojo son (tiles porque
el ratén capta el infrarojo como color negro, por lo que se siente seguro dentro de ély a la vez permite la
observacién de su conducta por parte del operador

&

Aspectos nutricionales en ratones de laboratorio

Los ratones de laboratorio, al igual que todos los animales, tienen requerimientos nutricionales es-
pecificos que deben cubrir para su desarrollo. Una buena alimentacion influye en su crecimiento, repro-
duccion, salud, inmunidad y bienestar. Por otro lado, una mala alimentacion puede alterar los resultados
de una investigacion.

Un buen alimento debe satisfacer todos los requerimientos nutricionales, tener ingredientes de bue-
na calidad, ser palatable, es decir, tener un sabor que sea aceptado por la especie, ser estable, es decir
que no se descomponga al contacto con el aire, debe tener buena calidad sanitaria (baja carga de mi-
croorganismos), buena digestibilidad, es decir, que el animal lo digiera bien y aproveche el maximo de
nutrientes.

Existen guias que realizan recomendaciones para una buena alimentacién dependiendo de las distin-
tas especies. En el caso de la Guia de la National Research Council, que es una de las de mayor referencia,
se mencionan las siguientes recomendaciones:

e Los animales deben recibir diariamente alimentos palatables, no contaminados y nutricionalmente
adecuados segln la especie.

* Se debe cuidar que a través del alimento que no ingresen a la colonia agentes infecciosos, insectos,
parasitos y contaminantes quimicos.

» Sedebe exigir al proveedor del alimento el analisis nutricional de cada partida.
e Elusuario debe revisar la fecha de vencimiento del alimento.

e Losalimentos deben ser almacenados sobre una plataforma lejos del suelo y de los muros para evitar
contaminacion de hongos e insectos.

* Los agentes infecciosos y sustancias toxicas del alimento pueden provocar alteraciones fisiolégicas e
interferencia en los resultados.

* Debe existir un programa de control de plagas para las bodegas de alimentos.
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Guia técnica de uso y manejo de ratones de laboratorio para
SEREMIS de salud

Los alimentos deben tener ingredientes de buena calidad nutricional, que se ajusten a las especies,
por ejemplo, en el caso del raton se requieren ingredientes con bajo contenido de fibra y altos en protei-
nas de buena digestibilidad. La digestibilidad es el porcentaje de alimento que el animal digiere. Lo que
no digiere se elimina en las heces.

Almacenamiento
La bodega de almacenamiento deberia ser amplia, adecuada a la cantidad de alimento utilizada.

Elalimento se debe mantener en buenas condiciones de humedad y temperatura, para ello idealmen-
te, la bodega deberia estar climatizada, sobre todo para épocas de mayor calor ambiental, ya que las
altas temperaturas tienden a acelerar los procesos de descomposicion.

Se recomienda que los sacos de alimento estén alejados del suelo y del muro (10 cm) para evitar la
contaminacién con insectos y para el caso de ratas y otras plagas, deberia tener programa de desratiza-
cion y desinsectacion.

Eltiempo de almacenamiento dependera de la fecha de vencimiento del alimento, por lo que el usua-
rio debera programar las cantidades de alimento a solicitar, segln la frecuencia de consumo, para no
perder la vigencia del alimento almacenado.

Anailisis del alimento
Cada partida debe ser analizada nutricional y microbiol6gicamente por el Bioterio.
Existen dos tipos de analisis:

Andlisis Quimico Proximal

Es el analisis de los porcentajes de nutrientes del alimento, por ejemplo 20% de proteina, 4% de
grasa, etc.

Analisis Microbiolégico
Es la deteccion de microorganismos en el alimento.

Se debe descartar la presencia de bacterias patégenas como Salmonella sp, Staphylococcus aureus
y Clostridium sp. También se puede realizar la deteccion de coliformes fecales, deteccion de aerobios
mesofilos y hongos (nmero de colonias).

Aspectos nutricionales del raton
El ratén es un animal Omnivoro, es decir, puede consumir nutrientes derivados de ingredientes ani-
males o vegetales.

Los alimentos pelletizados y extruidos son los mas usados en ratones, son duros y sirve para roery
gastar los dientes.

Practican la coprofagia (se come sus heces)

Estrés y distrés en ratones de laboratorio

Estrés

El estrés es una reaccion fisiolégica del animal frente a un peligro o situaciéon de incomodidad, que lo
prepara para escapar o esconderse y evitar el peligro, por lo tanto, es beneficioso en un comienzo porque
ayuda al animal a reaccionary adaptarse a una nueva situacion.

Una de las caracteristicas de los ratones de laboratorio es su gran adaptabilidad, por lo que, general-
mente son capaces de superar condiciones de estrés con sus mecanismos de compensacion.

El estrés provoca los siguientes cambios en el animal: aumento de la frecuencia cardiaca y respirato-
ria, aumento de la temperatura corporal, dilatacion de las pupilas, erizamiento del pelo, aumento de la
glucosa en la sangre (glicemia), mayor atencién y concentracion en las condiciones ambientales (ruidos,
movimientos, olores, etc.)

Frente a una condicion de peligro el animal reaccionara escapando, escondiéndose, mordiendo, ara-
fiando o vocalizando y generara liberacion de feromonas de advertencia para el resto de los integrantes
de la colonia.
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Una vez que el peligro pasa, el animal vuelve a la normalidad, se restablecen las frecuencias respi-
ratoria y cardiaca y la temperatura del cuerpo, volviendo a su estado de normalidad. El animal siempre
buscara adaptarse a las condiciones adversas.

Los ratones de laboratorio en un bioterio estan sometidos a muchos factores estresantes como, por
ejemplo, cambio de cama, manipulacion, factores ambientales del macroambiente y microambiente,
alimentacion y suministro de agua e interaccion con otros animales.

La conducta esperada de los ratones, que son especies nocturnas, sera esconderse de la luz durante
el dia, alejarse del ruido, buscar los lugares mas tranquilos, lejos de la presencia humana y de otros de-
predadores. En el laboratorio, dentro de la jaula, el ratén intentara replicar estas conductas y para ello
debe disponer de los recursos y herramientas necesarios. Por lo anterior, se debe proporcionar ambien-
tes tranquilos, sin ruido, con la menor presencia humana dentro de las salas, olores neutros, alimento y
agua siempre disponibles. Necesariamente se debe contar con elementos de enriquecimiento ambiental
los cuales facilitan los mecanismos de adaptacion al estrés, por ejemplo, el animal para no ser visto y
alejarse del hombre se puede esconder bajo el igld, la viruta o el rollo de cartén.

Distrés

Si el animal esta sometido a condiciones adversas, se generaran las reacciones fisiologicas de estrés
mencionadas, pero si estas condiciones se mantienen en el tiempo y el animal no tiene los recursos ni
herramientas para adaptarse, los mecanismos de adaptacion se agotarany comenzara a sentirse mal. En
este caso el estrés pasa a ser distrés, que es un estado patoldgico, provocado por condiciones adversas
cronicas a las cuales el animal no es capaz de adaptarse y puede llegar a provocar diversas enfermeda-
des o propiciar la aparicion de otros cuadros patolégicos.

Ejemplos de condiciones que pueden causar distrés en los ratones de laboratorio son, manejo brus-
co y permanente por parte del personal, cambios de cama muy frecuentes o demasiado alejadas con
mucha acumulacion de amoniaco y CO2, falta de agua y alimento, inoculaciones o manejos invasivos
frecuentes y dolorosos o inoculaciones que provocan efectos adversos duraderos, condiciones ambien-
tales adversas como alzas de temperatura ambiental fuera de los rangos normativos mantenidas en el
tiempo, ruidos fuertes o vibraciones por un periodo largo de tiempo, densidades animales demasiado
altas, juntar machos adultos en una misma jaula que generan peleas y alteran la conducta del resto de
los animales de la jaula.

Mecanismos de adaptacion al Distrés

Los animales en condiciones adversas cronicas comenzaran a generar las siguientes reacciones fi-
siopatologicas, se mantiene la frecuencia cardiaca y respiratoria en niveles altos, lo que va generando
un agotamiento de ambos sistemas, aumento de produccion de adrenalina y endorfinas, aumento de la
produccion de glucocorticoides, aumento consecuente de la glicemia y la insulina, hasta que estos me-
canismos se van agotando y se comienzan a generar en el animal cambios y conductas patologicas como
alteracion del sistema reproductivo, baja fertilidad, pérdida de peso, apatia, inactividad, automutilacion,
aparicion de movimientos estereotipados, como dar vueltas en circulos o morder obsesivamente la rejilla
de la jaula, agresividad, aislamiento, posturas dolorosas como encorvamiento, cojeras y pelaje erizado,
signos faciales de dolor, orejas hacia atras, arriscamiento del hocico y alargamiento y cierre de los ojos.

Los resultados de experimentos realizados en un animal estresado o peor en condiciones de distrés
podrian estar alterados y no seran confiables, ni reproducibles.

Manejo del estrés en los animales de laboratorio

El estrés en los animales de laboratorio no se puede evitar, ya que las actividades de un Bioterio
implican la manipulacién, generacion de ruidos, interacciéon con personas y otros animales. Sin embar-
go, se puede aminorar el estrés considerando las siguientes medidas: asegurar un macro y microam-
biente adecuado manteniendo condiciones ambientales dentro de los rangos normativos, para ello, se
debe asegurar el buen funcionamiento los equipos de ventilacién y climatizacion de las salas, realizando
mantenciones periddicas, evitar ruidos y vibraciones innecesarias, evitar el uso de desinfectantes que
produzcan olores fuertes en la sala, no gritar, ni usar perfumes, manejo de los animales por personal
capacitado, supervision constante del suministro de agua y alimento, corrigiendo cualquier desvio de
manera oportuna, mantener fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, realizar rotacion de
jaulas dentro del carro o rack para asegurar condiciones de iluminacién adecuadas a los animales, entre
muchas otras que ya se han mencionado en esta guia.
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Guia técnica de uso y manejo de ratones de laboratorio para
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Dolor

El dolor se define como una experiencia emocional y sensitiva desagradable asociada con lesion de
tejidos real o potencial. Antiguamente se pensaba que los animales no sentian dolor y se realizaba la
viviseccion, que es hacer diseccion del animal vivo sin anestesia.

Hoy se reconoce que los animales sienten dolor y se debe evitar de todas las maneras posible.

Actualmente, basado en el reconocimiento de que los seres humanos y animales poseen los mismos
mecanismos neurofisiolégicos del dolor, se comenzé a implementar el “principio de analogia”, en el cual
se reconoce que lo que causa dolor en humanos también lo produce en animales y se deben generar
medidas y manejos para evitar al maximo el dolor en los animales.

Una vez que se genera el dolor el animal modificarad su comportamiento para evitarlo y se generaran
respuestas automaticas, como reflejo de retraccién y de defensa, como morder, arafar, chillar o generar
posturas de dolor.

El animal liberara feromonas de dolor que se transmitiran al resto de la colonia, esto los mantendra
en situacion de alerta y provocara estrés, por eso se recomienda que los procedimientos en los animales
de laboratorio se realicen en una sala distinta de la sala de mantencion donde se alojan los animales.

Para poder observar conductas de dolor es necesario conocer la conducta normal de la especie.
El dolor puede ser agudo o crénico, dependiendo de su duracion.

El dolor agudo es rapido y de corta duracién, por ejemplo, un golpe menor, una inoculacién con pro-
ducto no irritante o una leve mordedura.

El dolor crénico, al contrario, es de larga duracién y mantenido en el tiempo, por ejemplo, un tumor
en crecimiento que comprime algln érgano o algln tipo de inoculacién que produce efectos dolorosos
prolongados.

Las manifestaciones de dolor agudo y de dolor crénico son distintas.

En el caso del dolor agudo el animal adoptara postura de guardia y tendera a huir, morder o chillar,
si el dolor es de alta intensidad se va a lamer la zona de la lesidn, incluso llegando a morderse o auto-
mutilarse, se mostrara inquieto, acostandose y parandose, apoyandose en un lado (el lado de la lesion),
comenzara a permanecer acostado por mas tiempo y tendra resistencia a moverse. Se generaran posi-
ciones anormales de dolor, cabeza hacia abajo, abdomen contraido y encorvamiento.

En el caso de dolor crénico el animal reducira su actividad, presentara anorexia (falta de apetito),
baja de peso, alteraciones conductuales, tendera a esconderse o permanecer en una esquina, resistira el
movimiento, se alterara la miccion y la defecacién, disminuira su higiene corporal mostrando un pelaje
hirsuto y puede llegar a la automutilacion en la zona de dolor.

Patologias del raton de laboratorio

Elraton de laboratorio puede estar sujeto a condiciones adversas, infecciones, manejos inadecuados
0 bien por efecto de las pruebas a las que son sometidos se pueden generar distintas patologias. Antes
de revisarlas, es importante revisar algunos conceptos generales para su comprension.

Enfermedad: es la alteracion del funcionamiento del organismo debido a la presencia de un microorga-
nismo, falla del metabolismo o carencia de algln nutriente.

Infeccién: es el ingreso de un agente causante de enfermedad al cuerpo de un animal, que puede gene-
rar sintomas clinicos o no generarlos.

Presentacion clinica: se observan signos y sintomas de una enfermedad.

Presentacion subclinica (asintomaética): Aunque el animal esta infectado o exista algtin 6rgano compro-
metido, no se observan signos, ni sintomas y aparentemente se ve sano. La mayoria de las infecciones
del ratén de laboratorio son subclinicas o inaparentes.

Zoonosis: Enfermedades que se transmiten de los animales a las personas y viceversa.

Las enfermedades en los animales de laboratorio pueden provocar mortalidad o pérdidas produc-
tivas, elevar los costos de produccion, alterar la funcionalidad de los 6rganos y el estado inmunitario
del animal, pudiendo llegar a producir interferencia experimental en mayor o menor grado, alterando o
invalidando sus resultados.
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Patologias bacterianas

Salmonellosis

Puede afectar varias especies como raton, rata, conejos, cobayos y también al ser humano, por lo
tanto, es una zoonosis.

Agente etioldgico: Salmonella enteritidis.

Distribucion mundial, brotes en colonias convencionales.

Transmisién: oro-fecal, es decir por el consumo de heces contaminadas que pueden contaminar el ali-
mento, agua o material de alojamiento.

Signologia: en el raton la presentacion es principalmente subclinica, en destetados y débiles se ven sig-
nos como muerte slbita, diarrea, periodos alternados de latencia y enfermedad, abortos, infertilidad y
presencia de portadores sanos. Baja fertilidad en la colonia.

Diagnéstico: se puede realizar a través de hallazgos patologicos en la necropsia, como puntillado blanco
en higado, también por cultivo de muestras de heces, histopatologia y serotipificacion.

Control: dependiendo de la difusién de la enfermedad y del nimero de casos, se recomienda la despo-
blacién de la colonia, desinfeccién completa y reintegro de animales nuevos con test negativo, aplica-
cion de barreras sanitarias y monitoreos frecuentes, sin embargo, en caso de uso de racks ventilados en
bioterios SPF o en animales de alto valor, se puede realizar deteccion de casos positivos, aislamiento y
derivacién por cesarea.

Furdnculosis estafilococica
Puede afectar varias especies como el raton, rata, conejo y cobayo.

Agente etiolégico: Staphylococcus aureus.

Cuadro clinico: Esta es una bacteria comensal en la piel, que contamina heridas por traumas o por accion
de mordeduras o lesiones provocadas por ectoparasitos. Afecta los foliculos pilosos y puede formar
abscesos profundos. Se caracteriza por la aparicion de n6dulos inflamatorios y supurantes que pueden
evolucionar a una agrupacion de forlnculos y lesiones mas extensas en la piel.

Diagnéstico: se basa en el examen clinico y el cultivo de muestras de las lesiones.

Tratamiento: suele implicar antibidticos y se realiza sélo en el caso de animales de alto valor experimental.

Patologias virales

Hepatitis viral murina
Etiologia: Coronavirus (Mouse Hepatitis Virus MHV).

Distribucion mundial, altamente contagiosa, principalmente en colonias convencionales. Genera anima-
les inmunocompetentes.

Transmision: via oro-fecal, aerosoles, fomites.

Signologia: diarrea color mostaza en lactantes, puede ser de alta mortalidad o generacién de ballicos,
que son animales con bajo peso y bajo crecimiento.

Diagnéstico: signos clinicos, serologia y hallazgos en la necropsia como focos necréticos hepaticos.

Control: dependiendo de la difusién de la enfermedad y del nimero de casos, se recomienda la despo-
blacién de la colonia, desinfeccién completa y reintegro de animales nuevos con test negativo, aplica-
cion de barreras sanitarias y monitoreos frecuentes, sin embargo, en caso de uso de racks ventilados en
bioterios SPF 0 en animales de alto valor, se puede realizar deteccion de casos positivos, aislamiento y
derivacion por cesarea.
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Coriomeningitis linfocitica
Puede afectar al ratdn de manera subclinicay es una zoonosis.
Etiologia: arenavirus.

Distribucion mundial, altamente contagiosa en animales convencionales.

Transmision: los animales se contagian de manera congénita en el Gtero. En el caso de las personas, el
virus se puede contraer por contacto directo con orina, saliva o mordedura del raton.

Signologia: En el ratén es subclinica. En humanos cuadro febril inicial, luego meningitis y encefalitis. Es
de muy baja mortalidad (1%).

Diagnéstico: histopatologia y serologia.

Control: dependiendo de la difusién de la enfermedad y del nimero de casos, se recomienda la despo-
blacion de la colonia, desinfeccién completa y reintegro de animales nuevos con test negativo, aplica-
cion de barreras sanitarias y monitoreos frecuentes, sin embargo, en caso de uso de racks ventilados en
bioterios SPF o en animales de alto valor, se puede realizar deteccion de casos negativos, aislamiento y
derivacién por cesarea.

Ectromelia
Etiologia: poxvirus.
Distribuciéon mundial, altamente contagiosa.

Transmision: aerdgena, contacto directo con orina, heces, fomites (objetos infectados).

Signologia aguda: alta mortalidad, postura encorvada, conjuntivitis, artritis.

Signologia crénica: lesiones necréticas en la piel y extremidades.

Diagnéstico: signos clinicos, serologia, inoculacion en huevos embrionados.

Control: dependiendo de la difusion de la enfermedad y del ndmero de casos, se recomienda la despo-
blacion de la colonia, desinfeccion completa y reintegro de animales nuevos con test negativo, aplica-
cion de barreras sanitarias y monitoreos frecuentes, sin embargo, en caso de uso de racks ventilados en
bioterios SPF 0 en animales de alto valor, se puede realizar deteccion de casos positivos, aislamiento y
derivacion por cesarea.

Parvovirus murino
Etiologia: parvovirus.

Distribucion mundial. Es de importancia para la investigacion ya que puede provocar interferencia en los
resultados.

Transmisién: aerégena, contacto directo con orina, heces, fomites.
El virus presenta alta resistencia a los desinfectantes.
Signologia: No hay.

Diagnostico: serologia.

Control: dependiendo de la difusion de la enfermedad y del ndmero de casos, se recomienda la despo-
blacion de la colonia, desinfeccion completa y reintegro de animales nuevos con test negativo, aplica-
cion de barreras sanitarias y monitoreos frecuentes, sin embargo, en caso de uso de racks ventilados en
bioterios SPF o en animales de alto valor, se puede realizar deteccion de casos positivos, aislamiento y
derivacion por cesarea.

Otras virosis murinas son adenovirus, pneumoniavirus, virus kitham, rotavirus, reovirus, leucemia mu-
rina, virus theiler, hantavirus, virus diminuto y poliomavirus algunos de ellos de alto impacto en inter-
ferencia experimental. Dependiendo de la investigacion donde se usaran los animales y el impacto de
cada agente en la investigacion, se debe solicitar certificado de negatividad.
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Patologias miscelaneas

Barbering

No es una patologia propiamente tal, sino una expresion etolégica de los ratones, donde uno de los
ratones quita pelaje al resto del grupo, dejandoles zonas depiladas, generando impacto sobre su bien-
estary la fiabilidad de los resultados de la investigacion.

Se identifican maltiples causas, como deficiencias en el enriquecimiento ambiental, alteraciones de
manejo, estrés, conductas aprendidas, ansiedad y dominancia, asi como causas genéticas haciendo que
algunas cepas y modelos genéticamente modificados sean mas susceptibles al barbering. Dado que el
barbering también afecta las vibrisas, y estas son fundamentales para los ratones a nivel sensorial, esta
conducta representa una alteracién sobre otros comportamientos como, por ejemplo, el desempefio
en tareas de alimentacion con consecuente disminucion de peso, evasion de depredadores, fallas en la
copulay en diversas interacciones sociales.

Tiene una fuerte relacion con el estrés provocado por condiciones ambientales deficientes, por lo que
el manejo de estas condiciones es esencial para evitar su presentacion, como también el uso de materia-
les y herramientas para el enriquecimiento ambiental.

Barbering

Cola quebrada o kinky tail
Es un cuadro donde la cola presenta quiebres y desviaciones.
Su causa es genética. No produce efectos adversos en el
raton.

Neoplasias o tumores

Se pueden presentar en diversas ubicaciones, algunos de
muy rapido crecimiento, especialmente tumores mamarios en
las hembras reproductoras de avanzada edad.

En estos casos se debe realizar eutanasia y si la hembra se
encuentra con crias menores a 10 dias de edad se puede derivar
la camada a hembras nodrizas.

Para el caso de la presencia de tumores, se consideran crite-
rios de eutanasia que un tumor cause mas del 10% de la pérdida
de peso corporal, si el tumor supera 1.0 cm de didmetro y/o si
hay signos de ulceracion, deformidad o compromiso de la fun-
cion del animal.

Hidrocefalia

Principalmente se da en ratones de la cepa C57BL6 (cepa con-
sanguinea), debido a una alteracion congénita del desarrollo del
encéfalo. Esta asociada en la misma cepa a presencia de microf-
talmia, que es una alteracién del crecimiento de los ojos.
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Enfermedades parasitarias
En los bioterios generalmente se presentan cuando hay deficiencias en las barreras sanitarias, por
ello, son mas comunes en ratones convencionales que en SPF.

La mayoria no producen signologia en los animales, salvo en ratones destetados, débiles o estresados.
Algunas de ellas son zoon6ticas, por lo que requieren medidas mas exhaustivas de control.

Asi como las patologias virales y las bacterianas, las parasitarias también pueden producir interferen-
cia en la investigacion.

El diagnostico se realiza a través de examenes coproparasitarios (observacion de huevos), analisis de
pelo y escamas, observacion de parasitos macroscopicos y también a través de serologia.

Para su control es importante aplicar barreras sanitarias y monitoreos seriados.

La mayoria de los casos tienen tratamiento, sin embargo, segln las condiciones de las instalaciones
y de las caracteristicas del tipo de produccion, son dificiles de erradicar.

Ectoparasitos

Sarna

Etiologia: la sarna es producida por acarosy son especie especificos, es decir, cada especie animal tiene
SUS propios acaros y no se transiten entre una espacie y otra. En el caso del raton los acaros que produ-
cen la sarna son Myocoptes musculinus, Myobia musculiy Radfordia affinis.

Signologia: prurito, alopecia, eritema cutaneo, costras y heridas.

Entre las cepas mas sensibles, estan las consanguineas, debido a que tienen menor inmunidad, por
ejemplo, la cepa C57BL6 es muy susceptible.

Tratamiento: Se puede aplicar ivermectina o selamectina.

Control: Aplicacion de barreras sanitarias, por ejemplo, autoclavar la viruta e impedir el ingreso de roe-
dores silvestres a la colonia.

Pediculosis

Etiologia: la pediculosis en el ratdén es producida por el piojo Poliplax serrata. Esta infeccién también es
especie especifica.

Signologia: Los piojos se alimentan de sangre, por lo que en infestaciones masivas se puede producir
anemia y pérdida de peso. Se caracteriza por producir prurito intenso y tanto los parasitos como sus
huevos (liendres) se observan de manera macroscépica. La ubicacion de las lesiones es principalmente
en la zona dorsal.

Tratamiento: Se puede aplicar ivermectina o selamectina.

Control: Aplicacion de barreras sanitarias, por ejemplo, autoclavar la viruta e impedir el ingreso de roe-
dores silvestres a la colonia.

Endoparasitos

Oxyurosis
Etiologia: Syphacia obvelata y Aspicularis tetraptera en el raton.

Transmision: Ingestion directa de huevos al lamerse el cuerpo o a través de objetos contaminados.

Se alojan en intestino grueso y ciego. Los animales adultos se hacen resistentes y pueden convivir con
el parasito.

Signologia: el cuadro es subclinico, sin embargo, puede haber disminucién de la ganancia diaria de peso
y abultamiento abdominal.

Diagnéstico: Test Graham, coproparasitarios o microscépico directo de muestra de contenido cecal.
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Teniasis

Etiologia: Hymenolepis nana.

Transmision: Ingestién directa de huevos al lamerse, objetos contaminados, ingestion de artrépodos
(pulgas).

Se alojan en intestino grueso. Los animales adultos se hacen resistentes y pueden convivir con el parasito.
Signologia: En grandes infestaciones puede provocar oclusién intestinal y desnutricion.

ZOONOSIS: diarrea, dolor gastrico, prurito anal.

Diagnéstico: coproparasitarios o microscopico directo de muestra de contenido cecal.

Protozoos del raton

Cryptosporidium muris

Es un microorganismo comensal que se adhiere a la mucosa del estémago y generalmente presenta
una patogenicidad limitada en los ratones inmunocompetentes, pero puede ser patégeno en animales
inmunodeprimidos o jovenes con infestaciones severas.

Giardia muris

Es un protozoo que infecta el intestino delgado de los ratones, transmitiéndose por la ingestion de
quistes presentes en heces contaminadas. Mayoritariamente el cuadro es asintomatico, sin embargo, en
ratones inmunodeprimidos puede llegar a ser grave, en este caso los sintomas son diarrea, pérdida de
peso, pelaje asperoy letargo. Su presencia es comdn en bioterios convencionales.

Spironucleus muris

Es un protozoo flagelado comin en el intestino delgado de ratones, aunque generalmente es asin-
tomatico en adultos sanos, afecta mas severamente a ratones jovenes e inmunodeprimidos, causando
pérdida de peso, pelaje descuidado y diarrea, pudiendo ser fatal en casos graves.

Tratamiento antiparasitario interno y externo

Para el tratamiento de parasitos internos y externos existen distintos farmacos antiparasitarios, la
mayoria con presentaciones adecuadas para especies de tamafio mayor que el ratén y dosificados para
tratamiento individual, no para ser aplicado colectivamente a una colonia de animales.

Se recomienda el uso de ivermectina, sin embargo, puede ser toxica en algunas cepas de ratones, es-
pecialmente la cepa CF1, debido a la falta de la glicoproteina P en intestino delgado y capilares cerebrales
y pueden presentar convulsiones por sobredosis.

Pese a lo anterior, se ha utilizado con éxito el tratamiento por aspersion de ivermectina al 2,5 % (25
mL de ivermectina al 1% en 975 mL de agua destilada) para el tratamiento y control de parasitos internos
y externos, aplicando la solucién con aspersor directo a los animales. No mas de dos aspersiones por
jaula. Se puede aplicar cada 2 semanas por 3 a 4 veces o segln necesidad y monitorear una vez finali-
zado el tratamiento, con examen coproparasitario o macroscopico directo en el laboratorio del Bioterio.
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Bioseguridad

Definicion y objetivos de bioseguridad
Definicion segln la Organizacion Mundial de la Salud: Es el término utilizado para referirse a los

principios, técnicas y practicas aplicadas con el fin de evitar la exposicion no intencional a patégenos y
toxinas, o su liberacion accidental.

La palabra Bioseguridad se podria traducir o interpretar como seguridad para la vida y aunque se
aplica al ambito laboral, también se puede extrapolar a otras situaciones extra laborales, ya que son los
mMismos principios para preveniry evitar riesgos de accidentes.

El objetivo de un programa de bioseguridad es evitar los riesgos y accidentes, protegiendo a los tra-
bajadores, animales y medio ambiente.

La importancia de prevenir accidentes laborales, es que su ocurrencia conlleva ausentismo laboral,
baja productividad, sobrecargas laborales y discapacidad laboral, incluso la muerte.

Para realizar un programa de bioseguridad se debe realizar primero un buen diagnéstico de los ries-
gos presentes en el trabajo del bioterio o laboratorio.

Los riesgos se pueden clasificar en fisicos, quimicos y biolégicos.

Riesgos fisicos.

Incluyen exposicion a calor, frio, radiaciones, vibraciones, ruidos, presiones anormales, humedad,
heridas, mordeduras, arafiazos, patada. En este sentido se incluyen los riesgos de tipo ergondmico,
como, por ejemplo, malas posturas, caidas, mal estado del mobiliario, fuerzas mal hechas y accidentes
cortopunzantes.

Riesgos quimicos.
Incluyen mal uso de desinfectantes por dosis inadecuadas, falta de proteccion, mezclas indebidas de
reactivos, uso de reactivos peligrosos.

Riesgos Biologicos.

Incluye la transmisién de agentes infecciosos por contacto directo con animales (mordeduras, arafia-
70s), inoculaciones, salpicaduras, aerosoles y alergias a productos de animales (orina, pelos, etc).

Se debe realizar un diagnéstico de las brechas en cuanto a infraestructura y capacitacion del personal
respecto de los riesgos asociados al laboratorio.

Entre los procedimientos mas riesgosos en los bioterios se pueden mencionar manipulacién de ani-
males que pueden implicar mordeduras o arafiazos, realizacién de necropsias de animales contamina-
dos, toma de muestras, auto inoculaciones, marcajes y procedimientos invasivos hacia los animales.

Para que el personal esté actualizado en los aspectos de bioseguridad, se deben realizar capacitacio-
nes frecuentes y reforzar conductas preventivas en el ambito laboral.

Se debe garantizar que las medidas de prevencién sean implementadas por la institucion y lograr el
compromiso del personal en el cumplimiento de dichas medidas.

Se debe dar a conocer al personal los riesgos a los cuales esta sometido y dejar documentado con un
registro de consentimiento.

Medidas de bioseguridad para evitar riesgos de accidentes y exposicion a materiales peligrosos
Algunas medidas generales de bioseguridad que se pueden implementar en los bioterios son:

Uso correcto de elementos de proteccion personal (guantes, mascarillas, gorro desechable, antipa-
rras). Uso de ropa y calzado exclusivo de trabajo.

Accesos controlados a la instalacion.

Barreras sanitarias para evitar la salida de agentes infecciosos fuera de la instalacion, como, por ejem-
plo, descontaminacion de desechos, presion negativa en las salas con animales contaminados vy filtro
HEPA en el ducto de salida de aire de esas salas.

Buenas préacticas de laboratorio (Lavado de manos, no comer, fumar, ni beber dentro de los laborato-
rios, desinfectar los mesones).

Uso de racks ventilados para aislar animales infectados y filtrar el aire que sale a la sala.
Medicina preventiva (controles médicos periddicos, aplicacion de vacunas).
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Niveles de bioseguridad animal

Existen 4 niveles de Bioseguridad Animal. Se clasifican segln la evaluacion del riesgo y el grupo de
riesgo al que pertenecen los microorganismos investigados.

El nivel 1 es de baja complejidad y el nivel 4 es de alta complejidad.

La complejidad esta dada por los microorganismos presentes en la instalacion, por ejemplo, en biote-
rios de produccidon no existen agentes que produzcan enfermedades graves, por lo tanto, se deben tomar
medidas simples para evitar los riesgos, pero en bioterios donde se trabaja con agentes peligrosos se
deben tomar mayor cantidad de medidas de prevencién y de mayor complejidad.

Nivel de bioseguridad animal 1

Es de bajo riesgo. Aplica para bioterios de produccién y laboratorios que trabajan sin agentes infec-
Ciosos 0 microorganismos de bhajo riesgo de infeccion.

Se deben implementar las Buenas Practicas de Laboratorio: uso de delantal o ropa de trabajo, uso de
guantes, gorra y mascarilla, lavado de manos al saliry entrar a la sala.

Prohibiciéon de comer, fumar, beber liquidos dentro de las salas.
Acceso restringido a las dependencias.
Instalar sefialética de riesgo bioldgico.
Vigilancia médica de los trabajadores.

Todo el personal debe estar vacunado contra el tétanos, ya que esta enfermedad se transmite por la
mordedura de los animales.

Nivel de bioseguridad animal 2

Es de riesgo moderado. Aplica para bioterios que alojan animales infectados con microorganismos
patdégenos que causan enfermedad en humanos como, por ejemplo, virus de la inmunodeficiencia ad-
quirida, virus de hepatitis C, Salmonella sp, cuya transmisién no es por aerosoles (via aérea) y que tienen
tratamientos preventivos (vacunas) y/o curativos.

Se deben utilizar las mismas medidas del nivel de bioseguridad 1 mas las siguientes:
Acceso restringido y controlado a las dependencias.

Los animales sélo se deben manipular dentro de cabinas de seguridad bioldgica con presién negativa
y filtracion de aire de salida por filtro HEPA.

El personal debe bafarse antes de salir del Bioterio.

El material de alojamiento de animales se debe eliminar de forma tal que genere los minimos aero-
solesy polvo.

Todos los materiales de desecho y de las camas deben descontaminarse en autoclaves antes de su
eliminacion.

Uso restringido de elementos cortopunzantes. Se reemplaza el vidrio por plasticos.

Todos los animales muertos se deben incinerar.

Se debe usar buzo Tyvek® o similar desechable.

Nivel de bioseguridad animal 3

Es de riesgo alto. Aplica a bioterios que tienen animales infectados con agentes altamente contagio-
s0s, que causan enfermedad grave en animales y humanos, se transmiten por aerosoles, se previenen
por vacunas y tienen tratamientos curativos, por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis, virus de la in-
fluenza aviar, Yersinia pestis y virus hanta.

Se deben utilizar las mismas medidas del nivel de bioseguridad 2 mas las siguientes:

Deben existir autoclaves dentro de las salas para descontaminar todo lo que sale de la sala.
Presion negativa en todas las areas con animales. El aire de salida pasa por filtros HEPA.
Los animales deben estar alojados en rack ventilados.

Se utiliza un tipo de traje especial que evite el contacto de la piel con el ambiente de la sala.
Las ventanas estaran herméticamente cerradas y seran resistentes a la rotura.

El personal debe vacunarse contra los agentes que poseen los animales.
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Nivel de bioseguridad animal 4

Es de riesgo alto y peligroso. Aplica a bioterios que tienen animales infectados con agentes que
producen enfermedades graves y de alta mortalidad en animales y humanos, no tienen vacunas ni trata-
mientos curativos, ejemplo, virus ébola y virus de la viruela.

Se aplican las medidas de nivel de bioseguridad 3 mas las siguientes:

Uso de trajes con presion positiva, es decir, poseen inyeccion de aire de manera que se impide el
ingreso del aire de la sala o laboratorio al interior del traje.

Deben existir Autoclaves de doble puerta.

Vigilancia de la salud completa de los trabajadores.

Ninguna persona trabaja sola.

Debe trabajar s6lo personal altamente capacitado y entrenado.
Se usan cabinas de seguridad biolégica de mayor contencion.
Deben existir maximas barreras de contencién.

Todos los desechos y el material de las cajas de los animales se trataran en una autoclave antes de
sacarlos del laboratorio.

Accidentes mas comunes en los bioterios
Lesiones causadas por animales (rasgufios, mordedura, etc.).
Cortes por cajas, rejillas, etc.
Caidas por pisos resbaladizos.
Lesiones musculoesqueléticas por levantar objetos pesados incorrectamente.
Lesiones en 0jos y piel por uso incorrecto de sustancias quimicas.
Auto inoculacién por recapsulamiento de la aguja

Recomendaciones
Avisar cualquier situacion de riesgo y accidente.
Separar los materiales defectuosos o en malas condiciones (carros, jaulas en mal estado).
No colocar materiales en los carros de transporte o en pasillos que perjudiquen la visibilidad.

Estar siempre atento, no escuchar mdsica, ni conversar cuando se esta manipulando o inoculando
animales.

No realizar actividades peligrosas o de alto riesgo de accidentes para las cuales no se esta capacitado
0 no se siente seguro.

No recapsular agujas. Se deben eliminar directamente después de usarlas en contenedores para
material corto punzante.

Usar ropa de trabajo exclusiva en el trabajo con animales.

Dejar la ropa de trabajo en el bioterio para no exponer a personas externas con la ropa contaminada
0 con alérgenos.

Usar siempre y correctamente los elementos de proteccion personal (guantes, gorro, mascarillas).

Todos los trabajadores deben estar capacitados en la manipulacién correcta de los animales para su
seguridad y su salud propia como también de los animales.

Mantener al dia vacunacion del personal con vacuna antitetéanica y todas aquellas que prevengan
infecciones para los agentes que se trabajan en el laboratorio.

Manipulacion

La correcta manipulacion o sujecion de los ratones de laboratorio permite sostener e inmovilizar el
animal para facilitar su manejo y/o aplicacién de muestras con el minimo stress, posibilidad de dafo al
ejemplary evitar accidentes laborales. Al momento de manipular los roedores el personal debe estar en
un ambiente tranquilo.

La forma mas comin de manipular los ratones es:
Por la cola, sosteniendo con la mano
Con apoyo de la rejilla
Con un tubo de cartén o acrilico, esta es la forma mas recomendada (Tube o tunnel handling)
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Tube o tunnel handling

Inyeccion intraperitoneal

Esta via de inyeccion es una de las mas utilizadas para la
inoculacion en ratones de laboratorio como, por ejemplo, en la
prueba del bioensayo. Es importante tomar en cuenta algunas
consideraciones previas antes de explicar la técnica.

Anatémicamente, en el abdomen del ratén se encuentran 6r-
ganos como intestino delgado y grueso, colon, ciego, recto, ri-
fiones, vejiga, (tero en hembras, higado, bazo y estémago, los
cuales podrian ser puncionados si la técnica no se aplica correc-
tamente.
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Consideraciones para el operador

El operador debe estar capacitado para realizar la inyeccion intraperitoneal. Al momento de la inocu-
lacion debe estar tranquilo y seguro. La operacion debe ser silenciosa.

Previo a la inyeccion tener listos los animales marcados, implementos y jaulas de destino (identifica-
das). El mesén de trabajo debe estar ordenado y desinfectado.

Para inyecciones peligrosas que puedan generar aerosoles se debe proceder dentro de una Cabina de
Bioseguridad. Es obligatorio el uso de guantes, mascarilla y gorro, junto con ropa de trabajo.

Consideraciones sobre los insumos a utilizar
Siempre utilizar jeringas y agujas estériles. Utilizar una sola aguja por raton.

La aguja pierde filo al ser utilizada, por lo que debe ser utilizada por Unica vez, si se usa mas de una
vez provocara dolor al momento de la inoculacion.

Se debe utilizar una aguja lo mas fina posible. Para ratén se recomienda 25 G 0 27 G.

Técnica
Cargar la jeringa y la aguja con el volumen adecuado a inyectar.

Sujetar de forma segura al animal en dectbito dorsal con la cabeza ligeramente inclinada hacia abajo
para proporcionar una vision clara del abdomen.

Desinfectar la zona con alcohol al 70%, a menos que la prueba dure muy poco tiempo y no alcance a
verse el efecto de una infeccion.

Inyectar un tercio de la aguja con bisel hacia arriba, en angulo inclinado (45°) respecto al abdomen,
en zona inguinal o medial. En zona medial se puede levantar levemente la aguja, una vez introducida,
para asegurarse que esta dentro de la cavidad abdominal.

Aspirar levemente, si se observa algln liquido, se debe detener la inoculacion y volver a cargar la
jeringa con una nueva aguja e intentar nuevamente.

Después de asegurar la colocacion correcta, inyectar.
La inyeccién debe ser rapida para que el animal esté sujeto el menor tiempo posible.

El liquido debe caer a la cavidad abdominal, por lo tanto, no hay problema que sea rapido (no asi
inyeccion endovenosa, que debe ser lenta).

Voldmenes 6ptimos para inyeccién intraperitoneal son:

*resomimt@ | voumenio) |

25 0,5

20 0,4

Inyeccién intraperitoneal
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Problemas en la inyeccidn intraperitoneal

Problemas por mala inoculacion
Inocular un 6rgano abdominal. (lesion segln el 6rgano dafiado o hemorragia).

Inocular fuera de la cavidad abdominal (inyeccién subcutédnea o percutéanea)
Inyectar cantidad insuficiente o excesiva de inoculo.

Muerte del animal.

Problemas por causa del operador
Mala manipulacién y sujecion.
Mordedura (animal estresado).
Maltrato del animal.

Personal no capacitado.

Causas de la Prueba.
Mala preparacion del inéculo.

Insumos inadecuados

Los problemas en las pruebas pueden traer como consecuencia resultados erréneos o poco confiables.

Eutanasia

Definicion

La palabra eutanasia proviene del griego, de las palabras eu, que significa “bien” o “bueno”, y tha-
natos, que significa “muerte”. Por lo tanto, su significado etimologico es “buena muerte”. Es el método
humanitario de muerte que debe producir el menor sufrimiento posible (dolor, angustia y miedo), rapida
pérdida de conciencia, seguido por el cese de la funcién cardiaca, respiratoria y finalmente cerebral.

En los bioterios se debe aplicar en los siguientes casos:

Alfinalizar un experimento, cuando se requiere 6rganos, tejidos o sangre con fines cientificos, cuando
los niveles de dolor, angustia y sufrimiento sobrepasen el nivel previsto, cuando ya no sean aptos para la
cria o investigacion (edad, sexo, estatus genético), cuando se generan excedentes de produccion.

Un método ideal de eutanasia debe serindoloro, producir rapida inconsciencia y muerte, que requie-
ra minima manipulacién e inmovilizacion del animal, apropiado para la edad, especie y salud del animal,
no provocar miedo y estrés al animal, confiable y reproducible, irreversible, sencillo de administrar (en
una sola dosis y lo mas pequefia posible), seguro y de bajo impacto emocional para el operador.

Consideraciones para eutanasia en ratones de laboratorio

Se debe minimizar al maximo el estrés del animal, evitando ruidos y movimientos bruscos durante el
traslado al lugar de la eutanasia, en lo posible se debe realizar la eutanasia en la misma jaula, sin ma-
nipularlos para cambiarlos de jaula o reagruparlos con otros animales. Se deben evitar esperas visuales
mientras se realiza un proceso de eutanasia de otros animales, ya que se generan feromonas y vocaliza-
ciones que alteran a los animales.

Un dato importante es que la inconciencia en los animales se evidencia en la falta de reflejo para
incorporarse, es decir, cuando el animal pone su cabeza en el piso de la jaula 0 ya no se puede mover.

La inconciencia se puede alcanzar antes de la presencia de reflejos de movilidad, como por ejemplo,
aumento de la frecuencia respiratoria 0 movimientos reflejos de miembros anteriores o posteriores.

Segln la guia de eutanasia de la Asociacion de Médicos Veterinarios de América (AVMA, version
2020) se indican los métodos aceptables, aceptables con condiciones y no aceptables para eutanasia
de pequefios roedores.
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Métodos aceptables

Barbitdricos y derivados del &cido barbitdrico:

Los barbitdricos inyectables y sus combinaciones generalmente actdan de forma rapida y suave para
dejar inconscientes a los roedores. La dosis de eutanasia suele ser tres veces la dosis del anestésico. El
pentobarbital es el barbitdrico mas utilizado para roedores de laboratorio debido a su larga vida dtil y
rapidez de accion. La desventaja es que se debe manipular al animal e inyectarlo y los barbitdricos pro-
ducen dolor en la inyeccion intraperitoneal, sin embargo, alin no se ha definido el grado de dolor, ni un
método para controlarlo.

Métodos aceptables con condiciones

Agentes inhalatorios

Los anestésicos inhalatorios halotano, isoflurano, sevoflurano o desflurano, con o sin éxido nitroso,
son aceptables con condiciones para la eutanasia de roedores de laboratorio. No requiere manipulacion
delanimal, por lo que estos agentes pueden ser (tiles en casos donde la restriccion fisica es dificil o poco
practica. Cuando se utiliza como Unico agente de eutanasia, administrado mediante vaporizador para la
induccién anestésica y la sobredosis, los animales pueden necesitar estar expuestos durante periodos
prolongados para asegurar su muerte. Se puede mejorar la rapidez del proceso de muerte cuando se
utiliza la técnica de gota abierta, pero se debe tener cuidado para asegurar que el roedor no entre en
contacto directo con el anestésico.

Inhalacién de CO2

Las ventajas de este método son que no requiere manipulacion del animal y el proceso se puede
realizar colocando la jaula donde se encuentra el animal dentro de la cdmara, es un proceso silencioso y
casi imperceptible para el animal, la inconciencia se produce de manera gradual.

Dentro de las desventajas se pueden mencionar que produce mediana a lenta inconciencia, se debe
regular bien el flujo de oxigenoy CO2, para que el cambio de niveles de uno no sea brusco, sino gradual,
de lo contrario puede sufrir asfixia antes de la inconciencia.

La camara debe tener un sistema de extraccion de CO2, de manera que una vez terminado el proceso
la cdmara extraiga todo el CO2 y quede llena de oxigeno, sélo asi se puede volver a cargar inmediata-
mente con animales, sino el CO2 residual provocara irritacion de las fosas nasales y asfixia.

Se puede asegurar la muerte de los animales, una vez terminado el proceso realizando dislocacion
cervical.

Se recomienda, ademas, la instalacion de un calentador de aire asociado a la salida del CO2, ya que
el CO2 del cilindro esta a muy baja temperatura y su contacto directo con los animales genera impactos
negativos.

Se deben contemplar medidas de fijacion del cilindro de CO2 a la pared o bien alojar los cilindros en
una caseta techada fuera de la sala.

Céamara de CO2 automatizada.

Son equipos que regulan el ingreso y salida de gases de la camara de forma automatizada y permiten
la programacion de distintos ciclos segln necesidad, por lo que no depende de la manipulacién por
parte del operador. El proceso tiene tres fases. En la primera fase ingresa el CO2 y sale el oxigeno de la
camara, la segunda es la fase de latencia, donde el equipo detiene el ingreso de CO2 para dejar la cama-
ra saturada y la tercera fase es de extraccion del CO2 e ingreso de oxigeno, de manera que al terminar la
camara esté saturada de O2 y queda lista para recibir nuevos animales. El ingreso del CO2 es homogé-
neo, ya que ingresa en cascada por varios orificios que se encuentran dispuestos en linea a lo ancho de
la camara. Se pueden programar distintos ciclos para ratones de distintas edades y pesos que requieran
una exposicion distinta de CO2 o distintos tiempos de las 3 fases. Existen distintos tipos de tamafios de
camara o sistemas seg(n las necesidades, en algunos casos se trata de tapas de jaula para aplicar a una
sola jaula o bien a un ndmero mayor, pero manteniendo la automatizacién del proceso. La mantencion
de estos equipos se debe realizar al menos una vez al afio.
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Camara de eutanasia por saturacién de CO2

Métodos fisicos

Dislocacién cervical

* Ventajas: no requiere equipo especial, ni transporte del animal y produce tejidos no contaminados
por agentes quimicos. La pérdida de la funcion cortical y de la conciencia tras la dislocacién cervical
es rapida y ocurre en un plazo de 5 a 10 segundos. Sin embargo, requiere destreza del operador el
cual debe recibir formacién sobre animales muertos para demostrar su competencia.

* Desventajas: requiere la sujecién y manipulacién del ratén, lo que genera estrés y, por otro lado, pro-
duce un impacto negativo en el operadory se corre el riesgo que sea un proceso muy doloroso si no
se realiza correctamente.

Decapitacion

La decapitacion se utiliza en el laboratorio porque produce tejidos no contaminados por agentes qui-
micos. La ventaja es que es un método muy rapido, la pérdida de la funcion cortical tras la decapitacion
se produce en un plazo de 5 a 30 segundos. Requiere el uso de guillotinas especializadas para roedores
que deben mantenerse limpias, en buen estado y con cuchillas afiladas. La desventaja es el alto impacto
negativo para el operadory que requiere sujecion del animal. El personal debe recibir formacion sobre
animales muertos para demostrar su competencia.

Métodos no aceptables

Agentes inhalatorios como nitrégeno, argon, étery cloroformo son muy irritantes y producen dolor en
fosas nasales, ademas de ser peligrosos para el operador por ser inflamables y de potencial cancerigeno.

Transporte de animales de laboratorio

Eltransporte de animales de laboratorio puede ser necesario para realizar las pruebas a las que seran
sometidos, ya sea dentro de la misma dependencia (de una sala a otra), entre departamentos de una
misma institucion o bien fuera de la institucion.

El transporte producira inevitablemente estrés en los animales, pues seran expuestos a movimientos,
ruidos, vibraciones, luces, calor, frio, etc. que estan fuera de su rutina diaria y fuera de su controly debera
generar mecanismos de adaptacion para asimilar estos cambios. Lo importante es realizarlo de manera
adecuada para minimizar el estrés.

Fases del transporte
El transporte de animales tiene 3 fases: pre-embarque, intermodal y post-embarque.

Pre-embarque

Comprende las actividades realizadas desde la preparacion, ingreso a la jaula de transporte y traslado
al medio de transporte. Se debe procurar que los animales viajen en lo posible en las mismas jaulas en
que estan alojando, si esto no es posible, se debe evitar juntar grupos distintos de animales. Se debe ser
cuidadoso en el transporte desde la sala al medio de transporte, siva a ser sobre un carro con ruedas, se
deben evitar los movimientos bruscos y ruidos agudos.
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Intermodal

Comprende las actividades ocurridas durante el transporte del lugar de origen al lugar de destino. Es
la etapa de mayor impacto, la que genera mas stress. Procurar que el medio de transporte sea climati-
zado para proporcionar temperaturas termoneutrales para la especie (raton 20 a 26°C). en el caso de
transporte aéreo la cabina debe ser presurizada para asegurar el suministro de oxigeno durante el viaje.

Post-embarque

Comprende las actividades realizadas desde la salida del medio de transporte al ingreso de su nuevo
alojamiento. Requiere cuarentena en algunos casos y supervision. Aca se debe considerar el periodo de
aclimatacion, que es el periodo en que el animal se adapta a su nuevo alojamiento.

Factores que afectan a los animales durante el transporte
Temperatura externa fuera del rango termoneutral de la especie.
Tipo de jaula de transporte.

Densidad de animales excesiva o inferior a lo recomendado.
Mala manipulacién de los embalajes.
Imprevistos y emergencias.

Efecto durante el transporte
(etapa intermodal)

stress

Tiempo
transporte

Efectos del transporte

Se genera un estrés agudo pasajero antes, durante y posterior al transporte que se termina cuando
las condiciones vuelven a ser rutinarias y el animal se logra adaptar nuevamente a su nuevo habitat. Esto
se llama periodo de aclimatacion.

Existe un efecto que puede perdurar hasta 7 dias en alteracion del ciclo estral y adaptacion del siste-
ma endocrino e inmune.

En 1a 2 dias después del transporte hay recuperacion fisiologica, es decir, se recupera la frecuencia
cardiaca, respiratoria y temperatura corporal, por lo tanto, ese deberia ser el periodo de adaptacion a las
nuevas dependencias después del transporte, antes de eso no realizar pruebas, ya que si el animal esta
estresado los resultados no seran confiables.

Este tiempo de adaptacion puede variar segln duracion y tipo de transporte, especie, cepa y estado
fisiologico.

Por lo anterior, se recomienda un periodo de aclimatacion de 2 a 7 dias después del transporte, de-
pendiendo de las pruebas y sistemas afectados.
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Jaula de transporte

Uno de los factores importantes para un buen transporte es la jaula o contenedor donde seran trasla-
dados los animales. Deben tener las siguientes caracteristicas para asegurar un buen traslado:

- Debe ser firme, contener de forma confortable a los animales.
- Contar con orificios para ventilacion.
- Suinterior debe ser libre de protrusiones y filos.

- Si el material de la jaula se puede roer debe estar recubierto de malla metalica para evitar fuga de
animales.

- Debe ser de facil manipulacion.

- Tener aberturas accesibles ante emergencia.

- Sefializada con sticker de “animales vivos™ y flechas de direccion.
- De fondo firme y cubierto con material de alojamiento absorbente.

Caja de transporte de animales de laboratorio.

Buenas practicas durante el transporte

- Para asegurar un buen traslado de los animales se deben considerar los siguientes puntos:
- Reducir lo mas posible la frecuencia del transporte.

- Agrupar animales afines.

- No juntar machos de especies territoriales por peleas.

- Usar jaulas adecuadas a la especie animal que se transporta.

- Respetar el espacio minimo y la densidad animal.

- Suministrar alimento y fuente de hidratacion durante el transporte.

- Adjuntar documentacion: Certificados e indicaciones.

- Manejo cuidadoso en todas las fases del transporte.

- Evitar la exposicion a condiciones extremas.

- Respetar periodo de aclimatacion.

- Considerar mecanismos de contencién de jaulas para evitar volcamientos.

Transporte aéreo

Las condiciones para el transporte aéreo de los animales estan estipuladas en las normativas de la
Asociacion Internacional de Transporte Aéreo (IATA). Estas son algunas de sus recomendaciones para las
jaulas de transporte de ratones de laboratorio:

- Puede ser realizada en madera, fibra de vidrio, plastico rigido, cartén prensado o planchas de metal.
- Suinterior debe estar recubierto por malla metalica fina para evitar que el animal roa la jaula.
- Debe tener alguna estructura de sostén al centro de la caja para evitar hundimiento o deformacion.

- Debe tener una tapa o mirilla para revisar los animales durante el transporte sin la necesidad de abril
la jaula.

- Ventanas con filtros para animales SPF.

- Barras espaciadoras en las esquinas, para que las jaulas no queden juntas y disminuya la ventilacion
entre ellas.

- Proveer alimento y agua suficiente para 24 horas al menos.
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Densidad de animales dentro de la jaula
Los factores que se consideran para determinar la densidad de animales para el transporte son dis-
tintas que los que se consideran para el alojamiento.

En el caso deltransporte el espacio minimo por animal es menor que en el alojamiento, ya que duran-
te el transporte el animal tiende a ir quieto por el temor que le producen los ruidos, movimientos bruscos
y cambios de temperatura, mas bien tienden a agruparse durante el viaje y una vez que las condiciones
se hacen un poco mas estables comienzan a moverse dentro de la jaula.

Al agruparse amortiguan los movimientos bruscos entre ellos, por eso no es recomendable que viajen
animales solos o en pequefas cantidades dentro de jaulas muy espaciosas.

Recomendaciones de densidad

Especie Peso gr Espacio por Altura de
animal (cm2) jaula (cm)
Ratones <15 18 10
19a21 26 10
25a30 30a40 10
Ratas <100 75 15
200 a 270 135a 165 15
300 a 400 190 a 250 15
Cobayos < 350 193,6 15
350 a 600 290,3 18

Reduccion 10% t°>24° y 15% filtros

Provedores de transporte de animales

En Chile actualmente hay pocos proveedores de transporte de animales que cumplen con las con-
diciones que requiere el traslado de animales de laboratorio y hay confusién o desconocimiento de la
normativa.

Existen deficiencias debido a que no se realizan las buenas practicas durante el transporte.

Por otro lado, generalmente no se consideran las condiciones de bioseguridad adecuadas a los ani-
males que se estan trasladando.

Los traslados deben realizarse en vehiculos climatizados, aunque el tramo sea corto y en jaulas ade-
cuadas, con ventilacién suficiente y material de alojamiento.

Hay solo una alternativa para el transporte aéreo y es con cabinas presurizadas.

Consideraciones para transporte dentro del mismo recinto

Si los animales van a ser trasladados de una sala a otra, se deberfan transportar en las mismas jaulas
donde estan alojando, evitando la contaminacion.

Las jaulas deben transportarse sin bebederos, de manera que no se produzcan derrames por el mo-
vimiento.

Si la ventilacion de las jaulas es por la rejilla superior, éstas no se deben apilar.

Transporte de un recinto a otro en la misma institucion (edificios distintos)

Deben cumplir las recomendaciones del caso anterior, evitando la exposicion a luz solar directa y el
contacto con personasy otros animales. Se pueden trasladar dentro de bolsas negras o dentro de conte-
nedores que protejan de la exposicion a la luz solar directa, procurando ventilar de vez en cuando para
el ingreso de oxigeno.
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Bioética y bienestar animal

La bioética se define como el estudio de las relaciones y ac-
ciones correctas y aceptadas que tiene el ser humano con los
seres vivos. Existe una pregunta filosofica que tiene dos respues-
tas ;Se pueden utilizar los animales para hacer experimentos?
La primera respuesta es No y se fundamenta en la teorfa del an-
tiespecismo, que iguala al ser humano al resto de las especies e
indica que moralmente el ser humano no debe discriminarlas, ni
utilizarlas para sus propios fines.

La segunda respuesta es Si'y esta basada principalmente en
la adquisicion de nuevos conocimientos. Donde no es posible
experimentar con el ser humano se utilizan animales. Estas dos
posiciones son contrapuestas y no tienen convergencia.

En un principio no se sabia si los animales sentian dolor, por
eso se realizaban procedimientos como la viviseccién, donde no
se utilizaba anestesia, ni analgésicos. Posteriormente y a medida
que la ciencia ha ido avanzando, se ha reconocido que los ani-
males son seres sintientes, segln la presencia 0 no de un siste-
ma neurolégico que permita captar sensaciones de dolor. Cada
vez mas especies se van incluyendo en este grupo.

A lo largo de la historia el ser humano ha utilizado los animales con distintos fines, alimentacion,
entretencion, deporte, medio de transporte y también con fines experimentales. Gracias a esto se ha
logrado avanzar en el conocimiento del cuerpo humano y animal en todas sus areas, anatomia, fisiolo-
gia, patologia, etc. y se han descubierto medicamentos, procedimientos quirdrgicos, distintos tipos de
terapiasy vacunas que previenen enfermedades, tanto para el ser humano como para los animales, cuyo
fin es mejorar la calidad de vida de las personas y también de los animales.

Los animales comenzaron a utilizarse antes de que el ser humano se hiciera la pregunta si se pueden
utilizar o no y hasta la fecha se siguen utilizando. Si la respuesta a la pregunta ;Se pueden utilizar los
animales para hacer experimentos? es Si, entonces se deben considerar ciertos principios para el res-
guardo del bienestar de los animales y el ser humano se debe hacer responsable de las condiciones de
su confinamiento y evitar su sufrimiento innecesario.

Principio de las 3 R: Reemplazar, Reducir, Refinar

Estos principios fueron formulados por Russell y Burch en el

ano 1959 y busca alternativas que eviten o sustituyan a los ani-

. males, usar el menor nimero posible de ellos y minimizar su su-
frimiento y angustia.

Remplazar.

Todo uso de animales para una investigacion o un experimento debe pasar por un analisis que indi-
que si esa investigacion puede prescindir del uso de animales, si existe una metodologia que los reem-
place, si es viable éticamente, si los resultados compensan el sufrimiento del animal o si ese experimento
se ha realizado antes y no agrega valor repetirlo.

Existen en la actualidad muchas instituciones que investigan en la creacién de métodos alternativos
validados para el reemplazo de los animales y muchas pruebas que antes los utilizaban ya han sido
reemplazadas por otras que no los usan. Las legislaciones de los paises han ido incluyendo estos prin-
cipios y prohibiendo las pruebas donde existen métodos alternativos validados, como por ejemplo el
testeo de cosméticos en animales.
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Reducir.

Se deben aplicar métodos estadisticos exactos y atingentes al tipo de experimento o investigacion
para calcular el ndmero de animales a utilizar de manera que los resultados sean estadisticamente signi-
ficativos. Que no se tenga que repetir el experimento por usar muy pocos animales o bien que se utilicen
animales de manera excesiva. En algunos casos se pueden reutilizar animales del grupo control cuando
no fueron intervenidos, de esa manera se reduce el nimero de animales a utilizar en otro experimento.

Refinar.

Se deben aplicar técnicas en las pruebas a las que los animales son sometidos con el fin de minimizar
al maximo el estrés, la angustia y el dolor como, por ejemplo, uso de anestesia, analgésicos y antiinfla-
matorios. Cuando las pruebas ya han obtenido su resultado y el animal sigue un proceso de deterioro o
sufrimiento se debe detener la pruebay sacar al animal del experimento, aplicando eutanasia si el dafio
es irreversible o bien recuperarlo si es necesario, esto se llama punto final humanitario.

Por dltimo, se debe realizar mediciones de indicadores de dolor o sufrimiento durante el experimen-
to, con el fin de tomar decisiones adecuadas frente al animal como, por ejemplo, implementar el uso de
analgésicos y antiinflamatorios o detener las pruebas si hay dolor excesivo o injustificado. Existen varias
tablas como la de Morton y Griffit que dan puntajes a distintas observaciones como, por ejemplo, baja de
peso, aumento de la frecuencia cardiaca, aparicion de tumores, falta de movimiento, posturas de dolor o
bien a través de imagenes como la Escala de Grimace que indica dolor a través de los rasgos de la cara,
ojos achinados, arriscamiento de las vibrisas y el hocico y posicion de las orejas.

0

Escala de Grimace

Legislacion y regulacion en el uso de animales de experimentacion

En Chile existe la ley 20.380 de Proteccion a los Animales, que en su titulo IV trata sobre los animales
de experimentacion.

En su Articulo 1° establece normas destinadas a conocer, proteger y respetar a los animales, como
seres vivos y parte de la naturaleza, con el fin de darles un trato adecuado y evitarles sufrimientos inne-
cesarios.

Da indicaciones generales sobre educacion, tenencia responsable, transporte humanitario de los ani-
males, instalaciones adecuadas de confinamiento de animales (circos, zooldgicos, clinicas veterinarias,
centros de investigacion y docencia, etc.).

También aborda el beneficio y sacrificio humanitario de animales de produccion.

Indica sanciones y multas, que en caso de maltrato animal pueden llegar desde 60 a 541 dias a quie-
nes cometan actos de maltrato o crueldad con animales.

TITULO IV. De los experimentos en animales vivos

Articulo 6°. - Define el significado de experimento en animales vivos e indica sus utilizaciones.

Articulo 7°. - Menciona que estos experimentos deben ser practicados por personal calificado, que evi-
tara al maximo su padecimiento y que deberan realizarse en instalaciones adecuadas que eviten el mal-
trato y deterioro de su salud.

Articulo 8°. - Menciona la creacion de un Comité de Bioética Animal y describe sus funciones generales.
Su principal funcién es definir las directrices para el uso de animales de experimentacion.

Articulo 9°. - Indica los integrantes de este Comité.
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Articulo 10°. -Prohibe realizar experimentos con animales vivos en los niveles basico y medio de la en-
sefanza.

El Comité de Bioética se constituyd en marzo del 2018.
De esta ley emanaran los reglamentos que regulen la experimentacion animal a nivel nacional.

La regulacion actual del uso de animales de experimentacion recae en los Comités Institucionales de
Cuidado y Uso de Animales. (CICUA).

Comité institucional de cuidado y uso de animales (CICUA)

Es un Comité creado en cada institucion para regulary supervisar el uso de animales de experimen-
tacion dentro de la institucion.

Debe estar conformado al menos por un médico veterinario experto en animales de experimentacion,
un investigador de la institucion con experiencia en animales de experimentacion, un investigador sin
experiencia en animales de experimentacion, un profesional de un area no relacionada con el uso de
animales de experimentacion y un miembro de la comunidad no relacionado con el uso de animales de
experimentacion.

Funciones del CICUA

Evaluar el cuidado, tratamiento, alojamiento y uso de los animales de experimentacion de la institu-
cion.

Revisar al menos cada 6 meses los programas de los bioterios de experimentacion para el cuidado y
uso humanitario de los animales de experimentacion.

Inspeccionar al menos cada 6 meses las instalaciones de bioterios de cria y experimentacion.

Preparar reportes de evaluaciones y presentarlos a la autoridad de la institucion.

Hacer recomendaciones a la Direccién respecto de las instalaciones de animales, programas de uso,
planta fisica o entrenamiento del personal.

Revisar, aprobary si amerita solicitar modificaciones o rechazar propuestas de investigaciones, prue-
bas o procedimientos de ensefianza que se relacionen con el cuidado de los animales.

Situacion actual en legislacion y regulacion

El Comité de Bioética Animal se encuentra elaborando los reglamentos para el uso de animales de
experimentacion.

Ante la ausencia de reglamento especifico se utilizan normativas internacionales.
Los CICUAS realizan la regulacién del uso de los animales de experimentacion en las instituciones.

DESAFIOS

Concretary publicar los reglamentos de la Ley n° 20.380 respecto del uso de animales de experimen-
tacion.

Se deben certificar los CICUAS

Deberia existir un registro de Bioterios, que asegure que se cumplan los requisitos minimos para el
bienestar de los animales.

Definir ente fiscalizador de los reglamentos en el uso de animales de experimentacion.
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