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Resumo

Animais de laboratério mantidos em condi¢cBes livres de patdgenos especificos (specific pathogen-
free, SPF) sdo essenciais para a confiabilidade e a reprodutibilidade de estudos biomédicos. Sistemas
de estantes ventiladas com caixas individualmente ventiladas (individually ventilated cages, 1VC)
contribuem para a manutengédo do status sanitario das coldnias; entretanto, eventos de contaminagéo
ainda podem ocorrer. Estratégias convencionais de monitoramento, como triagem aleatdria ou uso
de sentinelas expostas a cama suja (soiled bedding sentinel, SBS), apresentam sensibilidade limitada,
especialmente para patégenos transmitidos por aerossoéis ou contato direto. Nesse contexto, a
amostragem de particulas do ar de exaustéo associada a detec¢éo molecular por PCR tem emergido
como alternativa promissora. Este estudo avaliou a deteccdo de patdgenos em particulas
aerossolizadas provenientes de racks ventilados em Centros de Criacao de Animais de Laboratério
de Minas Gerais. Lactobacillus sp. foi utilizado como controle positivo e Rodentibacter
pneumotropicus como modelo de patdgeno respiratorio. Foram coletadas 74 amostras em trés
pontos: filtros de exaustéo (n = 16), caixas de animais residentes/top filter (n = 46) e mini-isoladores
contendo maravalha suja (n = 12). A analise molecular demonstrou maior recuperacao de DNA nos
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filtros de exaustdo, enquanto os mini-isoladores apresentaram baixas concentracdes detectaveis. A
ndo deteccdo de Rodentibacter pneumotropicus associada a recuperagdo consistente do controle
positivo, indica a viabilidade e a confiabilidade do protocolo para vigilancia sanitaria ambiental. A
metodologia mostrou potencial para otimizacéo e futura substituicao do uso de sentinelas, alinhando-
se aos principios dos 3Rs (Reducao, Refinamento e Substituicdo) na experimentacdo animal.

Palavras-chave: PCR; particula de ar de exaustéo; racks ventilados; Rodentibacter pneumotropicus;

monitoramento sanitario.
Abstract

Laboratory animals maintained under specific pathogen-free (SPF) conditions are essential to ensure
the reliability and reproducibility of biomedical research. Individually ventilated cage (IVC) rack
systems contribute to preserving the sanitary status of animal colonies; however, contamination events
may still occur. Conventional monitoring strategies, such as random animal screening or soiled
bedding sentinel (SBS) programs, exhibit limited sensitivity, particularly for pathogens transmitted via
aerosols or direct contact. In this context, exhaust air particle sampling combined with polymerase
chain reaction (PCR)-based molecular detection has emerged as a promising alternative. This study
evaluated the detection of pathogens in aerosolized particles collected from ventilated racks at
Laboratory Animal Breeding Centers in Minas Gerais, Brazil. Lactobacillus sp. was used as a positive
control, and Rodentibacter pneumotropicus served as a model respiratory pathogen. A total of 74
samples were collected from three sampling sites: exhaust filters (n = 16), resident animal cages/top
filters (n = 46), and mini-isolators containing soiled bedding (n = 12). Molecular analysis demonstrated
higher and more consistent DNA recovery from exhaust filters, whereas mini-isolators yielded low
detectable DNA concentrations. The absence of Rodentibacter pneumotropicus detection, together
with consistent recovery of the positive control, supports the feasibility and reliability of the proposed
protocol for environmental health surveillance. This methodology shows potential for further
optimization and may contribute to reducing or replacing sentinel animals, in accordance with the
principles of the 3Rs (Replacement, Reduction, and Refinement) in animal experimentation.

Keywords: PCR; exhaust air particle; ventilated racks; Rodentibacter pneumotropicus; sanitary

monitoring.

Resumen

Los animales de laboratorio mantenidos en condiciones libres de patdégenos especificos (specific
pathogen-free, SPF) son esenciales para garantizar la fiabilidad y la reproducibilidad de la
investigacion biomédica. Los sistemas de estanterias con jaulas ventiladas individualmente
(individually ventilated cages, IVC) contribuyen al mantenimiento del estado sanitario de las colonias;
sin embargo, aln pueden ocurrir eventos de contaminacién. Las estrategias convencionales de
monitoreo, como el cribado aleatorio de animales o el uso de centinelas expuestos a cama sucia
(soiled bedding sentinel, SBS), presentan sensibilidad limitada, especialmente para patégenos
transmitidos por aerosoles o por contacto directo. En este contexto, el muestreo de particulas del aire
de escape combinado con la deteccion molecular mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) ha surgido como una alternativa prometedora.

Este estudio evalud la deteccién de patégenos en particulas aerosolizadas recolectadas de racks
ventilados en Centros de Cria de Animales de Laboratorio de Minas Gerais, Brasil. Lactobacillus sp.
se utilizd6 como control positivo y Rodentibacter pneumotropicus como modelo de patégeno
respiratorio. Se recolectaron un total de 74 muestras en tres puntos de muestreo: filtros de escape (n
= 16), jaulas de animales residentes/filtros superiores (n = 46) y mini-aisladores con cama sucia (n =
12). El analisis molecular mostré una mayor y mas consistente recuperacion de ADN en los filtros de
escape, mientras que los mini-aisladores presentaron bajas concentraciones detectables. La
ausencia de deteccion de Rodentibacter pneumotropicus, junto con la recuperacion consistente del
control positivo, respalda la viabilidad y confiabilidad del protocolo propuesto para la vigilancia
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sanitaria ambiental.

Esta metodologia muestra potencial para su optimizacion y podria contribuir a reducir o sustituir el
uso de animales centinela, en concordancia con los principios de las 3R (Reemplazo, Reduccion y
Refinamiento) en la experimentacién animal.

Palabras clave: PCR; particulas de aire de escape; racks ventilados; Rodentibacter pneumotropicus;

monitoreo sanitario.

1. Introducéo

Animais de laboratério desempenham papel fundamental na pesquisa
biomédica, contribuindo para a geracédo de conhecimento aplicavel a satde humana
e de outras espécies (MOLINARO, 2009). A confiabilidade e a reprodutibilidade dos
resultados experimentais dependem diretamente do controle das condi¢cdes
sanitarias desses modelos biolégicos, uma vez que a presenca de agentes
infecciosos pode interferir significativamente nos desfechos cientificos. Nesse
contexto, centros de criagcdo tém investido em estratégias de biosseguranca e
manejo que garantam padrdes microbiol6gicos rigorosos.

A producdo de animais livres de patdégenos especificos (Specific Pathogen
Free — SPF) constitui requisito essencial para minimizar interferéncias biolégicas
decorrentes de microrganismos indesejaveis, aumentando a validade experimental
e favorecendo a utilizacdo desses animais em comparacdo com colbnias
convencionais (ANDERSEN, 2004). Entretanto, mesmo em ambientes com barreiras
sanitarias, a introducao inadvertida de patdogenos ainda representa um desafio para
0 monitoramento microbiolégico, demandando métodos diagndsticos mais sensiveis
e representativos.

Diante dessas limitacGes, abordagens baseadas em amostragem ambiental,
associadas a técnicas moleculares, tém emergido como alternativas promissoras
para a vigilancia sanitaria de colonias mantidas em sistemas ventilados. Nesse
cenario, o presente estudo propde avaliar a detec¢cao de patégenos em particulas do
ar de exaustéo de racks ventilados em Centros de Criacado de Animais de Laboratoério
do estado de Minas Gerais, utilizando Lactobacillus sp. como controle positivo e

Rodentibacter pneumotropicus como modelo de patdgeno listado pela FELASA.

2. Revisao da Literatura
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A manutencado de barreiras sanitarias eficazes em biotérios com status SPF
tem sido amplamente favorecida pela adogéo de sistemas de racks equipados com
caixas individualmente ventiladas (Individually Ventilated Cages — IVC). Esses
sistemas promovem a injecdo direta de ar filtrado nas gaiolas, reduzem a
contaminacdo cruzada entre unidades e contribuem para a estabilidade
microbioldégica do ambiente (MILLER & BRIELMEIER, 2018). Apesar dessas
vantagens estruturais, falhas operacionais ou a introdugcédo acidental de agentes
infecciosos podem resultar em contaminacgdes localizadas, frequentemente restritas
a unidades especificas. Essa caracteristica dificulta sua deteccdo por meio de
amostragens aleatorias de animais, comprometendo a sensibilidade do
monitoramento sanitario (BRASIL, 2022).

Como estratégia tradicional de vigilancia sanitaria, recomenda-se 0 uso de
animais sentinelas expostos a cama suja (Soiled Bedding Sentinels — SBS), nos
quais individuos sé&o submetidos ao contato indireto com material potencialmente
contaminado ou, alternativamente, selecionados diretamente da colonia para
avaliacdo diagndstica (MAHLER et al., 2014). Contudo, além de demandar maior
namero de animais, a eficacia desse método pode ser limitada, sobretudo na
deteccdo de patdgenos transmitidos por aerossois ou por contato direto. Isso ocorre
porque o sistema IVC restringe a disseminacdo desses agentes, reduzindo a
sensibilidade diagndstica da estratégia baseada em SBS (MAILHIOT et al., 2020).

Diante dessas limitacdes, métodos fundamentados na amostragem ambiental
tém sido progressivamente investigados como alternativas complementares ou
substitutivas. A coleta de poeira e de particulas provenientes do ar de exaustéo,
associada a deteccdo molecular por reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
possibilita uma avaliacdo mais abrangente do status sanitario das colbnias,
dispensando a utilizagdo de animais sentinelas (BARMAN, 2021). Estudos
demonstram que a analise de particulas aéreas por PCR em tempo real apresenta
elevada sensibilidade e desempenho satisfatorio na identificacdo de agentes
infecciosos murinos, fornecendo resultados mais representativos do ambiente
guando comparados a estratégia SBS (MAHABIR et al., 2019).

A técnica de PCR destaca-se por sua elevada especificidade, robustez,
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rapidez e custo relativamente reduzido, permitindo a deteccdo de DNA ou RNA de
patdgenos em diferentes matrizes bioldgicas e ambientais. Dessa forma, favorece o
diagndstico precoce de infec¢des e o aprimoramento das estratégias de vigilancia
microbiolégica em biotérios (BARMAN, 2021).

3. Metodologia

Delineamento do estudo e locais experimentais

O delineamento adotado teve como objetivo principal avaliar a viabilidade
técnica e o desempenho analitico da amostragem ambiental por exposi¢éo passiva

de gazes em racks IVC, configurando-se como estudo metodolégico exploratorio.

A amostragem foi definida com base na disponibilidade dos racks nas
instituicbes participantes e na necessidade de contemplar os diferentes pontos
estratégicos do sistema (filtro de exaustéo, top filter e mini-isoladores com cama
suja), permitindo comparacao intra e interinstitucional. Ndo foi realizado calculo
prévio de tamanho amostral voltado a estimativa de prevaléncia populacional, uma
vez que o objetivo central ndo foi determinar frequéncia de infec¢éo, mas avaliar se

as particulas de arffiltros poderiam ser utilizadas como ferramenta de vigilancia.

Portanto, os resultados devem ser interpretados como evidéncias
preliminares de aplicabilidade metodologica, que fundamentam investigacdes
futuras que possam avaliar um maior niumero de unidades experimentais e uma
eventual incorporagcdo de PCR em tempo real (qPCR) para ampliacdo da
sensibilidade diagnéstica.

O estudo foi conduzido em dois Centros de Criagdo de Animais de Laboratorio
localizados em Minas Gerais, Brasil, ambos operando sob sistema de barreira
sanitaria e utilizando racks com caixas individualmente ventiladas (IVC). Foram
avaliados 10 racks no total, sendo quatro pertencentes a Instituicdo 1 e seis a
Instituicdo 2. Nessas unidades, camundongos das linhagens C57BL/6JUnib e

BALB/cAnNCrl eram mantidos rotineiramente, além de linhagens knockout na
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Instituicdo 1. Os equipamentos utilizados eram da marca Alesco® (modelos AL1,
AL21 e AL2).

Estratégias de amostragem ambiental

A deteccdo de particulas microbianas presentes no ar de exaustdo foi
realizada por meio da exposicdo passiva de gazes estéreis, utilizadas como
matrizes coletoras. As gazes (3 x 2 cm, quatro camadas) foram previamente

autoclavadas e fixadas em suportes estéreis (Figura 1).

Figura 1. Modelo de suporte estéril utilizado para fixagao de gazes

20 cm

3.0 cm 3,0cm

2.0 cm 20em

Trés estratégias independentes de coleta foram aplicadas em diferentes

pontos do sistema IVC (Figura 2):

pontol. Filtro de exaustdo (FE) — Suportes contendo gaze estéril foram
fixados diretamente na face interna do filtro de ar de exaustdo do rack,
conforme Miller et al. (2016). O acesso ao filtro ocorreu sem necessidade de
ferramentas, utilizando luvas limpas para manipulacgéo.

ponto2. Top filter de caixas com animais residentes (AR) — Suportes com
gaze estéril foram inseridos na regido do top filter de mini-isoladores contendo
animais residentes, conforme Dubelko et al. (2018). A manipulacdo ocorreu

em modulo de troca, sob condi¢des assépticas.
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ponto3. Mini-isoladores com cama suja (MMS) — Gazes estéreis foram
fixadas no interior de mini-isoladores contendo maravalha/flocos sujos,
posicionadas em sentido oposto a valvula de ventilacdo, conforme O’Connell
et al. (2021).

Figura 2: equipamento rack ventilado com as marcacdes dos pontos de coleta

Apés a instalacdo, as gazes permaneceram expostas durante dois meses. Ao
término, as amostras foram removidas com pincas estéreis, acondicionadas em
microtubos de 2,0 mL e armazenadas a —20 °C até o processamento. Foram
obtidas 74 amostras, sendo, 16 FE, 46 AR e 12 MMS.

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA bacteriano foi realizada conforme protocolo adaptado de
Yu et al. (1993). As gazes foram incubadas em 900 pL de tampao de lise (Tris-HCI
pH 8,0, EDTA, NaCl e SDS) acrescido de 6 uL de proteinase K (20 mg/mL), com

incubacdo overnight a 55°C. ApoOs centrifugacdo (13.000 rpm por 5 min), o
7
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sobrenadante foi transferido para novo microtubo e o DNA precipitado com
isopropanol, seguido de lavagem com etanol 70% gelado. O pellet foi seco a
temperatura ambiente e eluido em 50 pL de tampéo Tris-EDTA. As amostras foram

armazenadas a —20°C até analise.

Quantificacéo e controle de qualidade do DNA

A concentracdo e a pureza do DNA foram avaliadas por espectrofotometria
(NanoDrop™ Lite), com registro das absorbancias em 260 e 280nm e célculo da
razao A260/A280. A integridade do material genético foi verificada por eletroforese

em gel de agarose 2,0% corado com GelRed®.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A deteccdo molecular foi conduzida por PCR convencional visando a
identificacdo de Rodentibacter pneumotropicus (patégeno de interesse) e de
Lactobacillus sp., empregado como controle interno/positivo, considerando tratar-
se de um microrganismo reconhecidamente integrante da microbiota desses
animais, permitindo a verificacdo da eficiéncia da metodologia. Como controles
positivos da reacdo, foram utilizados DNA de Rodentibacter pneumotropicus
(VRL®; 5 pL por reacdo) e DNA de Lactobacillus sp. (1 pL por reacéo). Agua
ultrapura foi empregada como controle negativo.

Os primers direcionados a regido 16S rRNA foram aqueles descritos por Nozu
et al. (1999) para Rodentibacter pneumotropicus (amplicon de 296 pb) e por
Bourgade et al. (2004) para Lactobacillus sp. (345 pb), previamente validados in
silico por Primer-BLAST.

As reacdes foram preparadas em volume final de 20 pL contendo tampéao
GoTaqg Green 1x, dNTPs (0,1 mM), Tag DNA polimerase (1,2 U), 1 pmol de cada
primer, agua ultrapura e DNA molde. As amplificacdes foram realizadas em
termociclador T100™ (Bio-Rad) com o seguinte perfil: desnaturacéo inicial a 95 °C
por 2 min; 35 ciclos de 95°C por 45 segundos, 58°C por 45 segundos e 72°C por 1
min; extensao final a 72°C por 5 min.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
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agarose 2,0% contendo GelRed®, utilizando marcador de peso molecular de 50pb,

e visualizados em sistema de fotodocumentacéo (Gel Doc EZ™, Bio-Rad).

4. Resultados e Discussao

Validagdo da PCR e desempenho analitico

A validacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) demonstrou
amplificacdo especifica dos fragmentos esperados para Lactobacillus sp. (345 pb)
e Rodentibacter pneumotropicus (296 pb), confirmando a especificidade dos
primers, a eficiéncia enzimatica e a adequacéo das condi¢cdes de amplificacdo. A
auséncia de bandas no controle negativo descartou contaminacdo cruzada,
assegurando a confiabilidade analitica do ensaio.

A utilizacdo de Lactobacillus sp. como controle interno permitiu avaliar
simultaneamente a eficiéncia da extracdo de DNA e a presenca de inibidores da
PCR, estratégia recomendada em protocolos de vigilancia ambiental para reduzir a
ocorréncia de falsos negativos em matrizes com baixa carga microbiana, como
poeira de exaustdo (BARMAN, 2021).

Experimento de limite de detecc¢édo (LOD)

Para avaliar a sensibilidade analitica da PCR, foi realizado experimento de
limite de deteccdo utlizando diluicbes seriadas decimais do DNA controle
previamente quantificado. As diluicbes foram preparadas em agua ultrapura estéril,
abrangendo uma faixa conhecida de concentracbes do DNA molde. Cada diluicéo
foi submetida a PCR nas mesmas condi¢cdes descritas para as amostras ambientais,
sendo analisadas em duplicata. O limite de detec¢cao foi definido como a menor
concentracdo de DNA capaz de produzir amplificacdo visivel e reprodutivel do
fragmento alvo em, pelo menos, duas reacdes independentes.

A determinagédo do limite de deteccdao (LOD) evidenciou a elevada
sensibilidade analitica do método empregado, indicando que a auséncia de
amplificacdo em determinadas amostras é pouco provavel de ser atribuida

exclusivamente a limitagdes técnicas intrinsecas da PCR, podendo estar associada
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a presenca de substancias inibidoras da reacdo ou a degradacdo do material

genético.

Recuperagcdo de DNA bacteriano nos diferentes pontos de coleta

A Tabela 1 apresenta a comparacdo da concentracdo média de DNA,
desvio padrao e taxa de amplificagao positiva do controle interno segundo ponto de

coleta e instituigo.

Tabela 1. Parametros de qualidade do DNA e amplificacéo por ponto de coleta

e instituicao.
Ponto de coleta Instituicdo n  Concentracdo Desvio Amplificagdo Taxa
média (ng/puL) padrédo positiva (n) (%)
Filtro de 1 10 40,9 51,34 7 70
exaustao
Filtro de 2 6 25,18 16,65 6 100
exaustao
Top filter 1 24 16,92 18,03 6 26
(rack ventilado)
Top filter 2 22 80,45 54,95 21 95
(rack ventilado)
Mini-isoladores 1 4 3,70 1,90 0 0
(cama suja)
Mini-isoladores 2 8 94,71 56,75 8 100
(cama suja)

As gazes posicionadas no filtro de exaustdo apresentaram maiores

concentragdes médias de DNA e maior consisténcia na amplificagéo, especialmente

na Instituicdo 2, sugerindo que o sistema de exaustdo pode atuar como ponto

integrador do fluxo de ar proveniente de multiplas gaiolas.

Esse achado é compativel com Miller e Brielmeier (2018), Mahabir et al.

(2019) e Bauer et al. (2016a), que demonstraram maior sensibilidade diagndstica da

PCR de poeira de exaustao quando comparada ao uso de sentinelas.
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Resultados da Anélise Estatistica

A analise de variancia demonstrou diferenca estatisticamente significativa
entre os locais de coleta quanto ao rendimento médio de DNA:
[one-way ANOVA, F(5,67) = 8,42;\quad p < 0,001]

Esses resultados indicam que, pelo menos, um dos grupos apresentou média
significativamente diferente dos demais. O total de amostras analisadas foi de 74,
distribuidas entre seis grupos independentes. A variabilidade entre grupos (SQ =
74.314,36) foi superior ao esperado pela variabilidade intragrupo (QM = 1.764,56),
resultando em razéo F significativa.

A baixa taxa de amplificacdo na Instituicdo 1, mesmo diante da presenca
mensuravel de DNA (como 40,9 ng/uL no filtro de exaustdo), sugere fortemente
interferéncia por inibidores da PCR ou degradacéo do material genético.

Considerando que o0 experimento de limite de deteccdo confirmou a
sensibilidade do ensaio em condi¢cOes ideais, a discrepancia observada entre
rendimento de DNA e sucesso de amplificacdo na Instituicdo 1 reforca a hipétese de
interferéncia de matriz ambiental. Em amostras ambientais, compostos organicos,
particulas de maravalha, amdnia, residuos metabdlicos e biofiimes podem
comprometer a atividade da DNA polimerase, reduzindo a eficiéncia da amplificacéo
mesmo na presenca de DNA detectavel.

Comparacdo com métodos baseados em sentinelas

As amostras obtidas nos top filters e em mini-isoladores contendo maravalha
suja apresentaram maior variabilidade e, em alguns casos, baixa concentracdo de
DNA, limitando a amplificagéo. Esses resultados refletem limitagdes intrinsecas a
estratégia baseada na exposicdo indireta de particulas, na qual a eficiéncia
depende da aerossolizacdo do material e da dindmica local do fluxo de ar.

A literatura aponta que a estratégia de sentinelas de cama suja (SBS), embora
amplamente utilizada, apresenta sensibilidade reduzida em sistemas IVC, uma vez
gue a ventilagdo individualizada restringe a disseminagdo de patdégenos entre

gaiolas (MAHLER et al., 2014). Consequentemente, infec¢bes de baixa prevaléncia

11
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ou transmitidas predominantemente por aerossoOis podem nao alcancar as
sentinelas.

Estudos recentes demonstraram que a PCR de poeira de exaustdo pode
detectar agentes infecciosos em situacdes nas quais as sentinelas permanecem
negativas. Mahabir et al. (2019), por exemplo, identificaram Pneumocystis murina
em poeira ambiental de racks onde ndo houve soroconversdo de sentinelas,
evidenciando maior sensibilidade do monitoramento ambiental. Esses achados
sustentam a interpretacdo de que a amostragem do filtro de exaustdo funciona
como matriz integradora da microbiota do sistema, agregando particulas
provenientes de diversas gaiolas e aumentando a probabilidade de deteccéo.

A sensibilidade relativa entre PCR ambiental e sentinelas pode variar
conforme o agente investigado, a prevaléncia na coldnia e a via predominante de
transmissao. Assim, abordagens combinadas podem representar estratégia mais

robusta em programas de vigilancia abrangentes.

Influéncia do desenho dos racks IVC

As diferencas observadas entre instituicdes também podem ser atribuidas as
caracteristicas estruturais e operacionais de cada sistema. Henderson et al. (2022),
destacam que as variagbes no desenho dos racks como padrao de fluxo de ar,
posicionamento de filtros, presenca de barreiras adicionais e zonas de deposicao
de poeira, influenciam diretamente a eficiéncia da coleta ambiental.

Esses fatores explicam por que o filtro de exaustao apresentou desempenho
mais consistente e reprodutivel, enqguanto pontos internos, como top filters ou cama
suja, mostraram maior heterogeneidade. Dessa forma, a identificacdo prévia das
areas de maior acumulo de particulas € etapa essencial para padronizacéo

metodoldgica.

Deteccéo de Rodentibacter pneumotropicus
Nenhuma das amostras analisadas apresentou amplificacdo especifica para

Rodentibacter pneumotropicus. Esse resultado indica auséncia detectavel do
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patdgeno durante o periodo experimental e corrobora o adequado status sanitario
das coldnias avaliadas. Considerando evidéncias prévias de que o teste de PCR
ambiental é capaz de detectar prevaléncias muito baixas de infeccdo (BAUER et
al., 2016b), a auséncia de deteccdo € compativel com a auséncia detectavel do

agente no periodo avaliado nas coldnias, e ndo limitacédo técnica do método.

Limitacdes do PCR convencional e potencial transi¢cdo para qPCR

A discrepancia observada entre a concentragdo de DNA e a auséncia de
amplificagé@o na Instituicdo 1 sugere a necessidade de considerar a substituicdo da
PCR convencional pela PCR em tempo real (QPCR) nesse cenatrio.

A PCR convencional detecta o produto de amplificacéo ao final da reag&o por
meio de andlise em gel de agarose, sendo essencialmente qualitativa e dependente
da visualizacdo de bandas, o que limita sua sensibilidade analitica e pode néo
detectar alvos em baixas concentracfes presentes em matrizes complexas. Em
contraste, a gPCR monitora a amplificagcédo de DNA em tempo real por meio de sinal
fluorescente, permitindo quantificacdo e deteccao durante a fase exponencial da
reacao, o que confere maior sensibilidade, menor limite de deteccdo e menor risco
de contaminacao por manipulacdo pés-amplificacdo, sendo amplamente utilizada
em diagnosticos moleculares que exigem alta sensibilidade e especificidade
(JOHNSON et al., 2013).

Implicacbes para programas de monitoramento sanitario

De forma geral, os achados do presente estudo estdo alinhados as
recomendacdes atuais de modernizacdo dos programas de vigilancia
microbioldgica, que propdem a incorporagédo de métodos moleculares e ambientais
como alternativa ou complemento ao uso de animais sentinelas (MILLER,;
BRIELMEIER, 2018; BARMAN, 2021).

Além de aumentar a sensibilidade diagndstica, a amostragem ambiental reduz
custos operacionais e contribui para a aplicacao dos principios dos 3Rs (Reducéo,
Refinamento e Substituicdo), diminuindo a necessidade de utilizagdo de animais

exclusivamente para fins de monitoramento sanitario.
13
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LimitagOes do estudo

O presente estudo apresenta limitagdes que devem ser consideradas na
interpretagdo dos resultados. Primeiramente, o numero de racks avaliados,
distribuidos em duas instituicdes, restringe a generalizacdo dos achados para outros
centros criatorios com diferentes desenhos estruturais, protocolos operacionais e
padrdes de ventilacdo. Embora o total de 74 amostras ambientais tenha permitido
andlises comparativas entre pontos de coleta, o delineamento n&do foi estruturado
com base em calculo formal de poder estatistico para estimativa de prevaléncia,
configurando-se como investigacao de carater exploratério e metodolégico.

Além disso, embora o limite de deteccdo analitico tenha sido estabelecido
experimentalmente, por serem coldnias negativas para o patdogeno, nao foi possivel
estimar a prevaléncia real do Rodentibacter pneumotropicus nas colénias avaliadas,
nem descartar completamente a presenca em niveis abaixo do limiar detectavel pelo
PCR convencional empregado. A utilizac&o exclusiva de PCR de ponto final pode ter
limitado a sensibilidade diagnéstica em matrizes ambientais com baixa carga
microbiana ou presenca de inibidores.

Outro aspecto relevante refere-se a variabilidade inerente as matrizes
ambientais. Fatores como acumulo diferencial de poeira, fluxo de ar especifico de
cada rack, frequéncia de troca de filtros, composicdo da maravalha e condicGes
ambientais locais podem influenciar a recuperacdo e a estabilidade do DNA,
impactando a reprodutibilidade interinstitucional.

Adicionalmente, o estudo n&o incluiu comparacdo paralela direta com
resultados provenientes de animais sentinelas no mesmo periodo experimental.
Assim, embora a literatura sustente maior sensibilidade da PCR ambiental em
determinados contextos, nao foi possivel estabelecer equivaléncia ou superioridade
diagndstica no cenario especifico das instituicbes avaliadas.

Em conjunto, os resultados indicam potencial aplicabilidade da matriz
ambiental avaliada, embora sua incorporacdo definitiva a programas sanitarios

dependa de validagdo multicéntrica e padronizacdo metodoldgica adicional.
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5. Concluséo

Os achados do presente estudo sugerem que a amostragem ambiental do
filtro de exaustdo pode representar estratégia relevante aos programas tradicionais
de monitoramento microbiolégico. No entanto, maiores estudos devem ser
realizados para que tal abordagem demostre robustez e assim, no futuro, possa
haver a substituicdo de animais sentinelas.

A estratégia baseada em sentinelas de cama suja permanece amplamente
recomendada por diretrizes internacionais, especialmente para agentes cuja
deteccédo depende de resposta soroldgica ou para monitoramento de patégenos com
dindmica epidemioldgica distinta da disperséo aérea.

A amostragem por PCR deve, portanto, ser interpretada como ferramenta
complementar ou potencial alternativa em sistemas IVC, particularmente quando o
objetivo € aumentar a sensibilidade para agentes transmitidos por aerossois ou
reduzir o numero de animais utilizados exclusivamente para vigilancia sanitaria, em
consonancia com os principios dos 3Rs. A decisdo quanto a substituicdo, integracao
ou manutencdo de estratégias combinadas deve considerar caracteristicas
especificas de cada instalacao, histérico sanitario, perfil de risco e recomendacdes

regulatérias vigentes.
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