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Resumen. Las sefales olfatorias que dejan las ratas madres para comunicarse con sus crias son criticas. Una mayor frecuencia de la
limpieza de los recintos primarios eliminaria las sefiales olfatorias afectando el numero de crias destetadas. Para medir la influencia
de cambios en la produccion de ratas de la cepa Sprague Dawley, se determiné cambiar de jaula a las hembras desde apareo hasta
destete una vez a la semana (28 hembras), el cual se determiné como grupo tratamiento, y dos veces a la semana (28 hembras), el que
se designé como grupo control, pues este es régimen habitual de cambio. Ademads se registraron los valores minimos y méximos de
temperatura y humedad del recinto secundario para comparar su influencia respecto al cambio de animales; esto comparado con el
efecto del nimero de parto o el cambio de régimen (8 hembras de cada grupo). Se comparé la media de crias nacidas de las madres
por medio de contraste de hipétesis y se analizo el efecto de la temperatura, la humedad y el efecto de un segundo parto por medio de
regresion logistica. Se obtuvo que al realizar el contraste de hipétesis no hay diferencia estadisticamente significativa en la cantidad de
animales producidos al destete para uno o dos cambios. Y al comparar con los otros factores se obtiene que es significativo el nimero
de parto de hembras en la cantidad de animales producidos en la regresion logistica més que modificar el régimen de cambio de jaulas

de los animales.

Palabras clave: frecuencia de cambio de jaulas, produccion animal de laboratorio, recinto primario, Sprague Dawley.

Effects of Cage Change on the Production
of Sprague Dawley Rats

Abstract. Olfactory signals that enable mother rats to communicate with
their young are critical. More frequent cleaning of primary enclosures
eliminates olfactory signals that affect the number of pups weaned. To
measure the influence of changes on the production of rats of the Sprague
Dawley strain, it was decided to change the cages of females once a week
throughout the production cycle (from mating until weaning) (28 fe-
males) for the experimental group, and twice a week (28 females) for the
control group because this is the usual system for changing them. The
minimum and maximum temperature and humidity values of the second-
ary enclosure were also recorded to compare their influence on changes
in the animals; this was then compared to the effect on the number of
births or the change in the system (8 females in each group). The average
number of pups born to mother rats was compared using hypothesis
contrasting and the effects of temperature, humidity and a second delivery
were analyzed using logistical regression. It was found that when per-
forming hypothesis testing, there was no statistically significant difference
in the number of animals produced at weaning due to one change or two
changes. And when compared to the other factors, it was found that the
number of females produced in the logistical regression was more signifi-
cant than the modification in changing the animals’ cages.

Keywords: cage change frequency, laboratory animal production,
primary enclosure, Sprague Dawley.

Efeito da mudanga de jaulas na produgio
de ratos Sprague Dawley

Resumo. Os sinais olfatorios que os ratos-matrizes deixam para se comu-
nicarem com suas crias sdo criticas. Uma maior frequéncia da limpeza
dos recintos primarios eliminaria os sinais olfatérios, o que afeta o nime-
ro de crias desmamadas. Para medir a influéncia de mudancas na produ-
¢do de ratas da linhagem Sprague Dawley, determinou-se mudar de jaula
as fémeas desde o acasalamento até desmamentagdo uma vez por semana
(28 fémeas), o que se determinou como grupo tratamento, e duas vezes
por semana (28 fémeas), o que se designou como grupo controle, por ser
este o regime habitual de mudanga. Além disso, registraram-se os valores
minimos e maximos de temperatura e umidade do recinto secundario
para comparar sua influéncia a respeito da mudanga de animais; isso
comparado com o efeito do numero de parto ou a mudanga de regime (8
fémeas de cada grupo). Comparou-se a média de crias nascidas das maes
por meio de contraste de hipdtese e analisou-se o efeito da temperatura,
da umidade e do efeito de um segundo parto por meio de regressao logis-
tica. Obteve-se que, ao realizar o contraste de hipdtese, ndo hé diferenca
significativa estatisticamente na quantidade de animais produzidos a des-
mamentagdo para uma mudanga ou para duas mudangas. E, ao comparar
com outros fatores, obtém-se que ¢ significativo o niimero de parto de
fémeas na quantidade de animais produzidos na regressao logistica mais
que modificar o regime de mudanga de jaulas dos animais.

Palavras-chave: frequéncia de mudanga de jaulas, produgdo animal de
laboratério, recinto primario, Sprague Dawley.
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Introduccion

El cambio de jaulas o recinto primario es un factor pri-
mordial en el mantenimiento de animales de labora-
torio, debido a que contribuye a disminuir el nivel de
amoniaco presente [1]. El nivel aceptado de amonia-
co para los humanos es de 25 ppm por ocho horas de
trabajo diario [2]. Sin embargo, no existen directrices
oficiales para animales de laboratorio debido a la va-
riacion entre especie. Una unidad de animales puede
estar potencialmente expuesta a amonio las 24 horas
del dia cada dia. En roedores, asi como en humanos,
una exposicion alta y prolongada a concentraciones de
amoniaco puede causar dafios oculares y respiratorios
[3-6] y dafos potenciales en la piel por contactos pro-
longados con la cama de las jaulas [7, 8].

Investigaciones previas demuestran que la limpie-
zaregular de las jaulas es importante para la salud de las
ratas, pero en el caso de las crias hay una alteracion del
nido y eliminacién de sefales olfativas que son impor-
tantes para el cuido materno de estas [9]. En frecuen-
tes limpiezas de cajas el estrés cronico o acumulativo es
mucho menos seguro. En ratones, dos estudios encon-
traron que la limpieza frecuente de las cajas incremen-
ta la mortalidad de las crias [10, 11]. Se ha demostrado
que el levantamiento periddico de las tapas de las jau-
las provoca una fuerte tendencia hacia el éxito repro-
ductivo mas pobre [12].

Investigaciones previas en ratas Wistar y Sprague
Dawley demostraron evidencias de que frecuentes lim-
piezas de las jaulas afecta el bienestar de los animales
que estan en experimentacion [9]. En ratas en produc-
cién también se ha reportado que la frecuente limpieza
tiene un efecto en el descenso en la cantidad de anima-
les producidos a largo plazo. Se obtiene que, aunque las
crias fueron destetadas con éxito, el estudio presenta un
aumento en el canibalismo [13]. Se sugiere que en ra-
tas prefiadas se debe minimizar el régimen de limpieza
de cajas, ruidos, olores no familiares hasta los primeros
dias después del nacimiento [14].

Esta investigacion evalua el efecto de la frecuen-
cia de la limpieza de jaulas sobre la reproduccién de
ratas Sprague Dawley, animales utilizado por docentes,
investigadores y estudiantes, producidos en el Bioterio
del Laboratorio de Ensayos Bioldgicos de la Universi-
dad de Costa Rica.
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Materiales y métodos

Animales

Fueron utilizadas 56 ratas hembras de la cepa Sprague
Dawley (Hsd: sp), nuliparas, provenientes del Biote-
rio del Laboratorio de Ensayos Bioldgicos (LEBi) de la
Universidad de Costa Rica, con un peso corporal apro-
ximado de 250 gramos, de tres a cuatro meses edad.

Los animales fueron mantenidos bajo las siguien-
tes condiciones: iluminacién, ciclos de 12 horas deluzy
12 de oscuridad; recambios de aire, de 10 a 15 cambios
por hora; temperatura, 18 a 28 °C (maximo y minimo
reportados); humedad, 50-95% (méximo y minimo re-
portados); dimensiones de la jaula, 595 mm x 380 mm
x 200 mm.

Disposicién: una hembra junto con sus crias por
jaula. El agua consumida por los animales es acidifica-
daaun pH 2,5a 3,0y se utiliza alimento para animales
de laboratorio, Concentrados Aguilar & Solis (Cargill
S. A.), consumo ad libitum. Durante el desarrollo del
estudio se realizan monitoreos microbioldgicos am-
bientales, microbioldgicos del agua y del alimento de
consumo de los animales con una frecuencia trimestral.

Las ratas se alojan de manera individual en jaulas
de policarbonato, marca Tecniplast, numero de catalogo
1354G Eurostandard Type 1v (dimensiones de la jaula, 595
mm x 380 mm x 200 mm) con una cama de viruta de ma-
dera y con un espesor aproximado del encamado de 3-5
cm mantenido constantemente en todo el estudio. La viru-
ta se esteriliza antes de su uso en las jaulas de los animales.
Las cajas de los animales se colocaron juntamente en un
solo estante en todos los momentos de la investigacion, co-
locando en el mismo las cajas control y tratamiento.

Los animales fueron manipulados siempre por el
mismo técnico especializado en animales de laborato-
rio. El estudio fue aprobado por el Comité Institucio-
nal para el Cuido y Uso de Animales de la Universidad
de Costa Rica (Cicua), numero de aprobacién 79-2008.

Disefo experimental

Se establecid para esta investigaciéon un grupo control
(28 animales), que se definié como el que mantiene
un régimen de limpieza inalterado de los animales del
que se acostumbra en el bioterio que es de dos veces



semanales, realizando el cambio de cajas de los anima-
les para las crias de menos de cinco dias, tomandolas
todas juntas con las dos manos y las hembras del lomo.
Al grupo tratamiento se le establece un sélo cambio de
cama semanal (28 animales). Se mantuvo la misma téc-
nica de traspaso de animales que en el grupo control.

Para ambos grupos se mantuvo el correspondiente
régimen de limpieza durante las etapas de apareo (una
semana), gestacion (tres semanas) y lactancia (tres se-
manas) del primer parto, y esto se repiti6 para 16 hem-
bras (8 control y 8 tratamiento) escogidas al azar para
un segundo parto de las mismas.

Temperatura y humedad

La temperatura fue medida con termohigrometros
(Cole Parmer, modelo: 03313-86) dentro del recinto
secundario (cuarto de roedores) durante 24 horas, se
registro al inicio de la jornada de trabajo la temperatu-
ra maxima y minima, en grados Celsius. Luego se tomé
la diferencia entre la temperatura maxima y minima,
se escogio para el andlisis la mds significativa dentro de
las tres semanas de lactancia. Paralelamente, la variable
humedad relativa fue medida con los mismos termohi-
groémetros durante 24 horas.

Andlisis estadistico

Para el analisis de los datos se utilizaron dos métodos:
uno para la comparacion de medias de las crias deste-
tadas en los dos grupos en el primer y segundo parto
de las hembras; y otro para medir la contribuciéon de
diferentes variables comparado al numero de cambios
de los animales (frecuencia de limpieza), incluyendo
temperatura, humedad, numero de parto de las hem-
bras, para verificar si alguna de estas variables era sig-
nificativa en la cantidad de crias destetadas en el grupo
control y tratamiento. Este anlisis se realiz6 solo para
las primeras tres semanas de las crias hasta el destete.

El contraste de hipétesis y el calculo de potencia
estadistica se analizan con el paquete estadistico jpm.
Para analizar los factores de temperatura, humedad y
numero de partos se opta por construir un modelo de
regresion logistica.

El modelo de regresion logistica que fue desarro-
llado por estudiantes de la escuela de estadistica de la
Universidad de Costa Rica:

Ecuacién 1. Modelo de regresion logistica

In(ﬁ}ﬁwﬁlxl+ﬁ1xz+ﬁ3x3+ﬁ4x4+e
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Donde
x,: cambio de cama
x: cantidad de parto

X,: temperatura
X : humedad

In(iszrobabﬂidad de significancia (variable

independiente)

&€ = Estimador de la variable
&€ = Residuo
B,= Variable dependiente

Es importante resaltar que el modelo descrito an-
teriormente presenta un buen ajuste. Esto se compro-
b6 con la prueba de Pearson de bondad de ajuste (en la
que la hipdtesis nula para esta prueba es que el mode-
lo estd ajustado). Por tanto, no hay suficiente evidencia
estadistica como para rechazar la hipotesis nula de que
el modelo tiene un buen ajuste. Las razones de ventaja
y los p-Value de cada una de las variables, calculadas a
partir del modelo de regresion anterior, pueden obser-
varse en el modelo calculado.

Resultados

Primer parto

En la tabla 1 se presenta el nimero de crias nacidas y
destetadas, el porcentaje de supervivencia del nimero
de crias nacidas y destetadas de las 28 madres del pri-
mer parto.

Tabla 1. Pardmetros de animales nacidos, destetados, tasa de na-
talidad y supervivencia para el primer parto

Tipode | Animales| Animales | Natalidad | Supervivencia

animales | nacidos |destetados (%)
Tratamiento 308 271 11,0 88,0
Control 291 255 10,4 87,6

Fuente: elaboracion propia

Durante el primer parto se obtiene para el grupo
control al momento del destete una media de 9,1 crias
por hembra reproductora, correspondiente a una po-
blacién de 28 madres, mientras que para el grupo tra-
tamiento se obtuvo una media de 9,7 crias por hembra
de una poblacién de 28 madres reproductoras (tablas
2y3).
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Tabla 2. Comparacion de la poblacién del grupo control con el

grupo tratamiento en el primer parto de ratas

. L. Poblacion
Variable estadistica :
Grupo control Grupo tratamiento
Media 9,95 10,15
Varianza 28,26 36,13
N (poblacién) 28 28

Fuente: elaboracion propia

Tabla 3. Prueba de hipdtesis de la poblacion del grupo control
con el grupo tratamiento en el primer parto

Pruebausandodos | p b bilidad | H@ H ¥
colas 0 !
Var. iguales 0,91 H=h, p<>p,
Var. distintas 0,91 U=h, w<>u,
Prueba usando una cola | Probabilidad
Var. iguales 0,46 p=p2 B <H,
Var. distintas 0,46 B=p2 B <y,

Fuente: elaboracion propia

Segundo parto

Enlatabla 4 se presenta el nimero de crias nacidas y deste-
tadas, y el porcentaje de supervivencia del numero de crias
nacidas y destetadas de las 8 madres del segundo parto.

Tabla 4. Parametros de animales nacidos, destetados, tasa de na-
talidad y supervivencia para el segundo parto

Tipo de | Animales | Animales | Natalidad | Supervivencia

animales | nacidos | destetados (%)
Tratamiento 109 75 13,6 68,8
Control 95 78 11,9 82,1

Fuente: elaboracion propia

Durante el destete, se obtiene una media para el
grupo control de 9,8 crias por hembra, correspondien-

Spei Domus / Volumen 9, Ntimero 19 / julio-diciembre 2013

te de una poblacion de 8 madres, mientras que para el
grupo tratamiento se obtuvo una media de 9,4 crias por
hembra de una poblacion de 8 madres.

Tabla 5. Comparacién de la poblacion del grupo control con el
grupo tratamiento en el segundo parto

. Poblacién
Estadistica ;
Grupo control Grupo tratamiento
Media 9,75 9,38
Varianza 24,79 35,98
n(poblacion) 8 8

Fuente: elaboracion propia

Tabla 6. Pruebas de hipdtesis de la poblacién del grupo control
con el grupo tratamiento en el segundo parto

Prueba usando dos Probabilidad HO HY
colas 0 !
Var. iguales 0,893708782 [ TR TS
Var. distintas 0,893773816 LR, | o,
Prueba usando una cola Probabilidad
Var. iguales 0,446854391 W=h, B <K,
Var. distintas 0,446886908 w=u, W<y,

Fuente: elaboracion propia

En el caso del andlisis estadistico realizado de re-
gresion logistica, se hace un monitoreo de la variable
cambio de temperatura durante todo el tiempo de la in-
vestigacion y se obtiene una variabilidad maxima de 10
°C y una minima de 6,7 °C.

De la estimacion del modelo logistico, el tnico co-
eficiente de regresion que resulta significativo (valor p
menor que 0,05) es el asociado a la variable cantidad de
parto (valor p = 0,012). Las demads variables no fueron
significativas, pues presentaron valores de p mayores
al p de significancia como se muestra en la ecuacién 2.

Ecuacion 2. Célculo del modelo regresion logistica (entre paréntesis valores de p).

p 0,9643  0,3143X,
n| — |= -
1-p) (0,617)  (0,568)

Donde

x,: cambio de cama

x,: cantidad de parto
X,: temperatura
x,: humedad

4

1,4622X,

0,0559X,
(0,852)

0,0614X,

(0,012) (0,293)



Discusion

Este estudio se realiza para generar informacién que
pueda proporcionar una gufa de normas basadas en
bienestar animal de las ratas Sprague Dawley para pro-
duccién. De acuerdo con los resultados obtenidos en
el estudio y con su evaluacion estadistica se evidencia
que no hay diferencia significativa entre la frecuencia
de cambio del recinto primario de las ratas Sprague
Dawley de una vez semanal a dos veces semanales,
tomando como pardametro el nimero de crias deste-
tadas. Al comparar las medias de los grupos control
y tratamiento no se encontraron diferencias —estadis-
ticamente significativas— en la produccién de ratas
Sprague Dawley (tabla 2, 3, 5y 6) del primer y segundo
parto, con un régimen de limpieza de una vez semanal
o dos limpiezas por semana.

Algunas investigaciones indican que el cambio fre-
cuente de cama en ratas de laboratorio con crias provoca
una pérdida de las senales olfativas maternas y por su-
puesto un aumento del estrés estimulado por la manipu-
lacién humana [9]. Esta variable en los primeros dias de
nacimiento fue minimizada por los técnicos, por el méto-
do en que se transportan el nido hecho por las madres, de
las cajas sucias a las cajas limpias. Estos son dias criticos en
el cuido materno, por lo que se mantienen las sefiales de
hormonas intactas y no se expone en gran parte ala pérdi-
da del vinculo materno. Es importante decir que esto solo
se realiza en los primeros dias de nacimiento de las crias y
de igual forma para el grupo tratamiento y el grupo con-
trol; en consecuencia, al aplicarse a los dos grupos es una
variable que no agrega una variabilidad mayor al estudio,
pues afecta en la misma proporcioén en ambos grupos. Se
debe recordar que el objetivo es evaluar el efecto del cam-
bio del régimen de cambio de las jaulas de los animales.

De la estimacion del modelo logistico el coeficiente
de regresion que resulto significativo fue el asociado a la
variable cantidad de parto (p = 0,012). Por consiguien-
te, se obtiene que esta variable disminuye la probabilidad
de sobrevivencia de las crias de las ratas Sprague Dawley
para las condiciones del experimento; en futuros estu-
dios se deberia ampliar la muestra para verificar que tan
importante es esta influencia en la produccién. Por fac-
tores biologicos, esta especie de rata, al igual que otras
especies animales, se ve influenciada por el historial de
fecundidad de la madre: conforme aumenta la cantidad
de partos que tiene la madre, la sobrevivencia de las nue-
vas crias va disminuyendo. La madre primeriza se carac-
teriza por tener mayor cantidad de crias (experiencias
propias de la unidad), y tener mds posibilidad de resistir
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las primeras tres semanas de lactancia que son cruciales
en su sobrevivencia; no obstante, algunas madres prime-
rizas en el estudio no presentaron buenas habilidades de
cuido materno y algunas tuvieron un niimero de crias
bajo, pero en promedio las madres primerizas tuvieron
una supervivencia mayor comparada con las madres en
un segundo parto. Por lo mencionado, los resultados ob-
tenidos en este estudio concuerdan con trabajos realiza-
dos anteriormente, donde tampoco selogré identificar la
relacion entre frecuencia de limpieza de cama y sobrevi-
vencia de la camada [1, 14].

Al analizar las temperaturas y las humedades se
muestra que las variaciones observadas en este estudio
no influyen directamente en el nimero de crias desteta-
das. Debido a que las variables temperatura y humedad
son importantes para el metabolismo y sobrevivencia de
las ratas en condiciones de laboratorio, diversos estudios
indican que la temperatura de mantenimiento de las ra-
tas debe estar entre los 19 y 24 °C, es decir, la variacién
permitida es de 4 a 5 °C. [4, 5]. Los cambios en la tem-
peratura en nuestro estudio se encuentran entre 6 y 10
°Cyy los datos correspondientes a la humedad entre 21 y
45 %, datos que dificultan llegar a una conclusién en re-
lacién con el efecto de la temperatura y la humedad. Sin
embargo, dichos cambios, al ser tan fuertes, deberian re-
flejarse en un aumento de la muerte de las crias, lo cual
no sucede. Es importante resaltar que estos resultados se
pueden deber a la ausencia de control en la temperatu-
ra y humedad durante las noches, pero debido a que los
cambios no estan alejados inclusive de los datos ideales
para temperatura y humedad que se indican en la guia
nacional, por lo que, como se muestra en los resultados,
no influyen [15].

Con base en los datos obtenidos en la investiga-
cidn, se determina que en las condiciones de este traba-
jo no hay diferencias significativas al realizar la limpieza
de las cajas una o dos veces a la semana en la cantidad
de ratas Sprague Dawley producidas.
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