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RESUMO

A raiva — causada por um rabdovirus neurotropico do género Lyssavirus — € uma
zoonose aguda, praticamente 100% letal e capaz de acometer todos os mamiferos.
Sua transmissdo geralmente ocorre pela introducdo de saliva contendo virus no
interior de tecidos, comumente pela mordedura de um animal raivoso. O quadro da
doenca € progressivo com manifestacdes clinicas de alteragBes neuroldgicas que
podem evoluir a partir de uma parestesia local, passando por alteracbes de
comportamento, foto e hidrofobia, confuséo, convulséo, coma e morte. O diagndstico
definitivo € laboratorial, com o uso da imunofluorescéncia direta como prova rapida e
do isolamento viral em camundongos (prova biolégica) como prova confirmatoria
(padréo ouro). A técnica de preparo das amostras para isolamento viral segundo o
padrao ouro envolve intensa manipulacéo de fragmentos de tecido nervoso de animais
suspeitos, além do uso de vidrarias estéreis para cada amostra processada, o que
representa riscos a biosseguranca e torna a metodologia laboriosa e onerosa. Ainda
em relacéo a prova padrao ouro, estudos realizados nas ultimas trés décadas indicam
mesma eficacia entre o isolamento viral em camundongos e em cultivo celular, sendo
esta Ultima técnica mais adequada aos principios da bioética e bem-estar animal.
Assim, este estudo comparou: (1) o desempenho da técnica de isolamento viral em
cultivo celular frente ao isolamento viral em camundongos, visando bem-estar animal;
e (2) o desempenho do isolamento viral feito a partir de técnica modificada de preparo
de amostras frente ao isolamento viral a partir da técnica padréo ouro de preparo de
amostras, visando melhorias a biosseguranca em laboratorios de saude publica. As
variaveis analisadas e comparadas foram: acuracia do teste, riscos a biosseguranca
inerentes & metodologia, tempo dispendido na realizacdo da técnica; custos de
insumos por amostra, custos de equipamentos para a implantacdo da técnica,
observacdo das premissas de bioética e bem-estar animal. Foram utilizadas 400
amostras da rotina de diagnostico da raiva animal do Lacen-PR, todas de tecido
nervoso. A técnica modificada de preparo de amostras apresentou elevada
sensibilidade (100%), especificidade (100%), acuracia (100%) e concordancia Kappa
(1,00) com o padréo ouro e, ainda, foi capaz de reduzir significativamente o tempo de
preparo das amostras (cerca de 5min/amostra), diminuir os gastos com insumos (até
53%) e proporcionar melhorias das condicdes de biosseguranca por reduzir
drasticamente os riscos biolégicos de inalacdo de aerossois contaminados. A técnica
de isolamento viral em cultivo celular quando comparada ao isolamento em
camundongos apresentou praticamente mesma acuracia (99,8%), menos riscos em
termos de biosseguranca e saude mental dos técnicos, menor tempo decorrido entre
a inoculacao e obtencdo dos resultados (em média 22 dias a menos), gastos inferiores
com aquisicdo de insumos (87% menor) e com equipamentos (33% menor), e a
vantagem de ndo fazer uso de animais, em consonancia as premissas da bioética e
bem-estar animal. Os resultados confirmam que o novo protocolo pode perfeitamente
substituir o protocolo de diagndstico atualmente considerado padréo ouro.

Palavras-chave: raiva, diagnostico, saude publica, biosseguranca, bem-estar animal



ABSTRACT

Rabies — caused by a rhabdovirus, genus Lyssavirus — is an acute zoonotic disease,
virtually 100% lethal that can affect all mammals. Its transmission usually occurs
through the introduction of saliva containing the virus within tissues, commonly by the
bite of a rabid animal. The infection is progressive, with clinical manifestations of
neurological signs that can evolve from a local paresthesia, through behavioral
changes, photophobia and hydrophobia, confusion, convulsions, coma and death. The
definitive diagnosis is laboratorial, by the fluorescent antibody technique as a quick
test and viral isolation in mice (biological test) as a confirmatory test (gold standard).
The sample preparation technique for virus isolation in mice involves severe handling
of nervous tissue fragments potentially infected and requires the use of sterile
glassware for each sample processed, which poses risks to biosafety, slows the
procedure and increases the technique costs. Also in relation to the gold standard test,
studies conducted over the past three decades indicate that the viral isolation in mice
and in cell cultures have the same effectiveness, the latter being the most appropriate
technique to the principles of bioethics and animal welfare. Thus, this study compared:
(1) the performance of the virus isolation technique in cell culture against the viral
isolation in mice, towards animal welfare; and (2) the performance of virus isolation
technique made from modified preparation of samples against the viral isolation made
from the gold standard technique for sample preparation, towards of the biosafety in
public health labs. The variables analyzed and compared were: accuracy, biosafety
and risks, time spent in performing the technique; material costs, equipment costs for
the implementation of the technique, bioethics and animal welfare evaluation.
Neurological tissue samples from 400 animals within the routine of Lacen-PR were
used. The modified technique of sample preparation exhibited high sensitivity (100%),
specificity (100%), accuracy (100%) and kappa agreement (1.00) with the gold
standard, and also was able to significantly reduce the sample preparation time (about
5 min/sample), to decrease material costs (up to 53%) and to provide improvements
in biosecurity by dramatically reducing biological risks from inhalation of contaminated
aerosols. The viral isolation in cell culture technique when compared to the isolation in
mice had almost the same accuracy (99.8%), less risks that affect biosafety and mental
health of the lab technicians. Other advantages were obtained as reduction of the
period between inoculation and obtaining the results (average of 22 days less), much
lower material costs (87% less) and equipment costs (33% less), and the advantage
of not making use of animals which suits the premises of bioethics and animal welfare.
The results confirm that the new protocol can perfectly replace the diagnostic protocol
currently considered the gold standard.

Keywords: rabies, diagnostic, public health, biosafety, animal welfare
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1 INTRODUCAO

A raiva € uma zoonose transmitida ao homem pela inoculacéo do virus rabico
— um virus RNA da familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus — contido na saliva de
mamiferos infectados, principalmente por meio de mordeduras. E uma encefalite
aguda, que leva as vitimas ao Obito em praticamente 100% dos casos ap0s o0
surgimento dos sinais e sintomas, sendo uma das mais antigas doencas conhecidas.
Ainda nos dias atuais, a raiva representa um sério problema de saude publica e produz
grandes prejuizos econémicos a pecuaria (BRASIL, 2008a; WHO, 2014a).

Trata-se de uma doenca relativamente rara embora muitos animais possam
tornar-se infectados e transmiti-la. As tipicas exposi¢cdes humanas se dao de duas
formas gerais: urbana e silvestre. A forma urbana resulta comumente da exposi¢cédo a
um cao, gato e outros animais domeésticos doentes. A forma silvestre resulta da
exposicao a animais selvagens, tais como guaxinim, gamba, morcego, entre outros.
Em geral, a forma silvestre e a urbana ocorrem concomitantemente e, assim, o
aumento de casos entre animais pode elevar a ocorréncia de casos humanos. E
essencial para as acdes de saude publica, portanto, 0 conhecimento dos animais
potencialmente envolvidos no ciclo de transmisséo da doenca em determinada regiéo,
bem como mundialmente. (CDC, 2015; SLAVEN; STONE; LOPEZ, 2007).

Uma das ferramentas da vigilancia epidemiologica da raiva é o diagndstico
laboratorial, que é de fundamental importancia para o tratamento profilatico humano
pos-exposi¢cao, mediante a aplicagao de imunobiolégicos especificos, bem como para
a adocado de medidas visando ao controle da doencga nas populagdes de animais
domeésticos, evitando a ocorréncia de epizootias com a identificacdo das areas com
circulagdo viral (BRASIL, 2009a).

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para o diagnéstico post mortem em
animais suspeitos/ agressores ou que fazem parte das a¢des de vigilancia da raiva. O
diagndstico rapido da infecgdo animal é realizado pelo exame de tecido encefalico,
utilizando-se anticorpos fluorescentes contra o virus rabico, na técnica de
imunofluorescéncia direta (IFD). Como exame confirmatoério, o Ministério da Saude
preconiza a prova biolégica (PB) para o isolamento viral, seja por inoculagdo em
camundongos ou em cultivo celular (BRASIL, 2008a; LEVINSON, 2010).
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No Laboratério Central do Estado do Parana/ Lacen-PR, as amostras de
animais passam por dois testes para diagnostico da raiva: imunofluorescéncia direta
e prova bioldgica por inoculagao intracerebral em camundongos.

O preparo do material para inoculagdo, conforme a técnica preconizada pelo
Ministério da Saude (MS), envolve intensa manipulacdo de fragmentos de sistema
nervoso central (SNC) de animais potencialmente infectados, além do uso de vidrarias
estéreis para cada amostra processada (BRASIL, 2008a), situacdes estas que elevam
0s riscos a biosseguranca, tornam a metodologia demasiado laboriosa e aumentam o
tempo da técnica.

Ainda em relag&o a prova bioldgica, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
compilou e analisou estudos que indicam eficacia semelhante entre o isolamento do
virus da raiva por inoculagdo em camundongo e o isolamento viral em cultivo celular
(IVCC), prevendo a substituicdo daquela técnica nos laboratorios de saude publica
(WHO, 1996).

Assim, o presente estudo foi pautado no desenvolvimento de metodologia que
ofereca melhores condi¢des de biosseguranga para o isolamento do virus da raiva por
meio de modificacdo do preparo das amostras, bem como avaliacao e proposta de
novo protocolo diagndstico da raiva, substituindo a prova biolégica por meio de

inoculagao intracerebral em camundongos pelo isolamento viral em cultivo celular.

1.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca do virus da raiva (Género Lyssavirus) em animais do

Estado do Parana (PR) por protocolo laboratorial modificado.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver metodologia para preparo de amostras utilizadas no
diagnéstico da raiva que apresente menores riscos a biosseguranca dos

técnicos;
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o Avaliar a nova metodologia no que se refere a consisténcia e
acuracia dos resultados, tempo de execucdo da técnica, biosseguranca,
guantidade e custo de material e equipamentos utilizados;

o Comparar os resultados obtidos com esta nova metodologia aos
da metodologia preconizada pelo Ministério da Saude;

o Realizar estudo comparativo entre as técnicas: (1) de inoculacao
do virus rabico em -cultivo celular e (2) inoculacdo intracerebral em
camundongos, considerando 0s parametros consisténcia e acuracia dos
resultados, tempo e complexidade de execucdo da técnica, biosseguranca,
periodo até a obtencao dos resultados, custos da técnica e bioética e bem-estar
animal;

o Propor aplicacéo deste novo protocolo de diagndéstico da raiva ao
Lacen-PR.

. Contribuir com a saude publica, com a saude do trabalhador e
com a saude mental dos técnicos que realizam a rotina laboratorial, como
também com o bem-estar animal, pelos aspectos de bioética e de

biossegurancga propostos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ZOONOSES E A SAUDE PUBLICA

As zoonoses sao doencas ou infeccdes naturalmente transmitidas entre
animais vertebrados e humanos. Sdo causadas por um vasto grupo de agentes
patogénicos, podendo ser de origem viral, bacteriana, parasitaria, fangica e outros. A
infeccdo em humanos pode ser adquirida diretamente dos animais, ou através da
ingestdo de alimentos contaminados (SHAKESPEARE, 2009; WHO, 2014b).
Atualmente, sdo conhecidas mais de 200 doencas transmitidas mutuamente entre
humanos e animais, e constituem uma ameaca importante para a satude publica e/ou
para a economia das producdes animais (TOMA et al., 2004; WHO, 2014c).

Cerca de 60% dos patdgenos humanos estudados nas ultimas cinco décadas
e 75% das doengas emergentes que afetaram humanos nos ultimos 10 anos séo de
origem zoonotica e muitas dessas doengas tém o potencial de se dispersarem a
longas distancias, tomando proporgdes globais. Muitas doengas transmitidas entre
animais e humanos, bem conhecidas e preveniveis, como a raiva, brucelose,
leishmaniose e equinococose, continuam ocorrendo em varios paises, especialmente
nos em desenvolvimento, onde as zoonoses afetam principalmente o segmento mais
pobre da populagao (SILVA, 2009; WHO, 2014c).

Diversas doengas sdo objeto de vigilancia, a qual se destina a seguir o
desenvolvimento das enfermidades que se propagam no pais e a vigiar o
aparecimento de doengas exoéticas. Cada pais dispde de uma lista de doencgas
humanas de notificagdo obrigatéria, além de possuir, também no ambito da saude
publica, redes de vigilancia epidemioldgica de doengas ndo submetidas a declaragao
obrigatéria. No Brasil, o Ministério da Saude dispbde da Portaria n° 1.271, de 06 de
junho de 2014, que define a lista nacional de notificagdo compulséria de doencas,
agravos e eventos de saude publica nos servigos de saude publicos e privados em
todo o territério nacional (TOMA et al., 2004; BRASIL, 2014).

A reducdo a saude publica dos riscos provocados por zoonoses e outras
ameagas a saude, na interface humano-animal-ecossistema, nao é simples. O

gerenciamento e redugado destes riscos devem considerar a complexidade das
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interagbes entre os seres humanos, animais e os varios ambientes em que vivem,
exigindo a comunicagao e a colaboragao entre os setores responsaveis pela saude

humana, animal e o meio ambiente (WHO, 2014c).

2.2 RAIVA

A raiva é uma encefalopatia ou meningoencefalite viral aguda, de carater
zoonotico e que, conhecidamente, acomete um grande numero de mamiferos
domésticos e selvagens. A doenga é causada por um rabdovirus neurotropico que
atinge o sistema nervoso central por meio dos nervos periféricos, produzindo
poliencefalomielite supurativa multifocal (WHO, 1996; WHO, 2014a).

O agente etiolégico da raiva pertence a ordem Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus (FIGURA 1). Atualmente, o International Comittee
on the Taxonomy of Viruses (ICTV) reconhece 14 diferentes espécies de Lyssavirus,

sendo o virus da raiva (RABV) a de maior importancia mundialmente (WHO, 2013).

Ordem Familia Género Espécie

"Aravan virus
Australian bat lyssavirus
Bokeloh bat lyssavirus
Duvenhage virus
European bat lyssavirus 1
European bat lyssavirus 2
lkoma lyssavirus
Monaonegavirales { Rhabdoviridae {Lyssaw’rus — Irkut virus
Khujand virus

Lagos bat virus

Mokola virus

Rabies virus

Shimoni bat virus

West Caucasian bat virus

FIGURA 1 — CHAVE DE IDENTIFICACAO DO ViRUS DA RAIVA/ RABIES VIRUS (RABV)
FONTE: ICTV (2016) — Modificado pelo autor (2016)

O virus rabico € um RNA virus neurotrépico, de aproximadamente 180 nm de
comprimento por 75 nm de largura, com formato semelhante ao de um projétil, cujo

genoma codifica cinco proteinas e que possui duas estruturas antigénicas principais:
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uma de superficie, que constitui o envelope glicoproteico, denominada proteina G; e
outra, interna, constituida por uma ribonucleoproteina helicoidal, a proteina N
(FIGURA 2). Afusao do envelope viral a célula neuronal inicia o processo de infecgao,

com a invasao do citoplasma seguido de replicagao viral (CDC, 2015; WHO, 2014a).

Matriz
Envelope Proteica Glicoproteina

\w\@n , mamnmm/m ,“

TN (
““

e (&"mmmmmumnic

N\Q“

Ribonucleoproteina
(Nucleocapsideo)

FIGURA 2 — REPRESENTACAO DO VIRUS DA RAIVA
FONTE: CDC (2015) - Modificado pelo autor (2015)

Apesar de o RABV ser considerado muito estavel antigénica e
genomicamente, o virus possui 11 variantes antigénicas (AgV) ja identificadas, cada
qual adaptada a diferentes reservatorios (QUADRO 1), os quais exercem papel
fundamental e especifico na manutengao da respectiva variante na natureza e area
geografica (LEVINSON, 2010; VELASCO-VILLA et al., 2002; WHO, 2014a).

Hospedeiro AgV
Céo (Canis lupus familiaris ); Mangusto (familia Herpestidae)

Céo (Canis lupus familiarnis)

Morcego hematdfago (Desmodus rotundus )

Morcego ndo hematofago (Tadarida brasiliensis )

Morcego hematdfago (Desmodus rotundus )*

Morcego ndo hematofago (Lasiurus cinereus )

Raposa cinzenta (Urocyon cineroargenteus )

Gamba (diversas espécies)

Morcego nédo hematdfago ( Tadarida brasiliensis mexicana)

Emmwmmhmm—x

Gamba (diversas espécies)

Morcego hematdfago (Desmodus rotundus )* 11

*AgV 5 e AgV 11 podem estar relacionadas a outras espécies de morcegos hematéfagos,
porém, ndo ha ainda evidéncias cientificas que comprovem essa hipétese.

QUADRO 1 — VARIANTES ANTIGENCIAS (AgV) DO VIRUS DA RAIVA E SEUS
RESPECTIVOS HOSPEDEIROS
FONTE: MENOZZI (2012) e VELASCO-VILLA et al. (2002) — Modificado pelo autor (2016)
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A transmissao da raiva ndo ocorre somente entre hospedeiros da mesma
especie como também entre individuos de espécies diferentes, que n&o sao
considerados reservatorios naturais do virus. Esse fendmeno € denominado spillover
e resulta do contato interespécies, podendo levar a determinacéo de novas variantes
do RABV. Um céao, por exemplo, pode entrar em contato com um morcego infectado
pela AgV 4, ser agredido, adoecer e transmitir a AgV 4, por meio de mordedura, ao
ser humano (JACKSON, 2013; WHO, 2013).

As caracteristicas das variantes antigénicas do RABV e sua identificagao por
meio de anticorpos monoclonais (AcMs) especificos a partir da década de 1980
constituem ferramenta essencial na compreensao de casos individuais e dos ciclos
epidemioldgicos da raiva em determinada regido (WHO, 2014a).

Ainda, ha que se distinguir dos virus rabicos classicos o virus de “rua” e o
virus “fixo”: virus de “rua” € a denominacgao utilizada para cepas isoladas a partir de
animais infectados em ciclos de transmissao natural e caracterizam-se por um periodo
de incubagao variavel, por grande potencial de infeccgdo em humanos e outros
animais, e por nao terem sofrido modificacbes em laboratério; ja o virus “fixo” é a
denominagéo dada as cepas que sofreram passagens em animais de laboratoério ou
em cultivo celular, que apresentam curto periodo de incubacdo e menor
patogenicidade (BRASIL, 2008a; CDC, 2015).

Araiva existe em todo o mundo, com a excec¢ao da Inglaterra, Australia, Japao,
Suécia, Havai, continente Antartico e algumas outras regides insulares. Nos Estados
Unidos (EUA), Canada e Europa Ocidental, onde a raiva canina € controlada por meio
de vacinagéo, a raiva € endémica em animais selvagens, particularmente jaritatacas,
raposas, racoons (animais semelhantes ao guaxinim) e morcegos. Em anos recentes,
morcegos foram a fonte da maioria dos casos humanos de raiva nos EUA. Ja na Asia,
América Latina e Africa, a raiva é endémica tanto em cdes como animais selvagens
(JONES; HUNT; KING, 2000; LEVINSON, 2010). Mundialmente, estima-se que ocorra
um obito pela enfermidade a cada 15 minutos e exposi¢cao de 300 pessoas por dia ao
RABV (WHO, 2014a).

Ha dois grupos basicos de transmissdo do RABV — o urbano e o rural — que,
didaticamente, podem ser subdivididos em quatro ciclos epidemioldgicos (FIGURA 3):

- Ciclo aéreo, que envolve morcegos;

- Ciclo rural, relacionado aos animais de produg¢ao, como bovinos, equinos,

ovinos, caprinos e outros;
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- Ciclo urbano, em que caes e gatos estao envolvidos; e

- Ciclo silvestre terrestre, que abrange saguis, raposas, guaxinim, macacos,

entre outros (BRASIL, 2009a).

Os ciclos epidemioldgicos se inter-relacionam e se sobrepdem conforme a
regiao e a existéncia de hospedeiros suscetiveis. Todos os mamiferos s&o suscetiveis
a infeccdo pelo RABV, porém apenas algumas espécies tém importdncia como

reservatorio da doenga (CDC, 2015).

o
(...W

Ciclo aéieo

. /M s

Ciclo silvestre Ciclo rural

Ciclo urbano

FIGURA 3 — CICLOS DE TRANSMISSAO DA RAIVA
FONTE: BRASIL (2009a) - Modificado pelo autor (2015)

A transmisséo da doenga se da, comumente, pela penetracido, no interior de
tecidos, do virus contido na saliva de um animal raivoso, principalmente por meio de
mordedura. Mais raramente, a transmissdo pode ocorrer pelo contato direto de
material infeccioso de um animal raivoso, como saliva e tecido neurolégico, com
mucosas ocular, nasal, oral e genital intactas, bem como com pele ou mucosa nao
integras, por feridas, arranhaduras ou abrasdes. A inalagdo de aerossois que
contenham o RABV também ja foi descrita como fonte de infec¢do, constituindo risco

a trabalhadores de laboratérios de diagndstico da raiva e a individuos que adentrem
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ambientes de caverna habitada por populagbes de morcegos, tais como
espeleologistas, guias e excursionistas de ecoturismo (BRASIL, 2009a; CDC, 2015).

Ha, na literatura, casos bem documentados de transmissao inter-hnumana da
raiva por meio de transplantes. Foram relatados oito casos de transmiss&o da raiva
por meio de transplantes de cérneas no mundo, quatro casos de raiva humana nos
Estados Unidos por meio de transplante de figado, dois rins e artéria iliaca a partir de
um mesmo doador, e trés casos na Alemanha por transplante de pulmao, rim e
pancreas também de um mesmo doador (BRASIL, 2009a, WHO, 2013).

Existe, ainda, a possibilidade de transmissdo do RABV por via sexual,
digestiva e vertical, porém remota (BRASIL, 2009a).

Apos a exposigao ao RABYVY, o virus replica-se no ponto de inoculagao, atinge
o sistema nervoso periférico e, posteriormente, o sistema nervoso central, onde se
replica, causando inflamacgao e, geralmente, os primeiros sinais da doenca. A partir
dai, dissemina-se para varios 6rgaos e glandulas salivares, onde também se replica,
sendo eliminado pela saliva (BRASIL, 2009a, CDC,2015). O virus, entretanto, ja pode
estar presente na saliva antes do surgimento dos sinais clinicos (JONES; HUNT;
KING, 2000).

O periodo de incubagao pode variar de alguns dias até varios meses ou anos
(um caso de raiva confiavelmente descrito no homem teve um periodo de incubagao
maior que seis anos), e esta diretamente relacionado a localizagdo, extensao e
profundidade da mordedura ou contato com a saliva de animais infectados, a distancia
entre o local do ferimento e o cérebro/ troncos nervosos, a carga e cepa virais, e a
espécie do hospedeiro. Em humanos, a média do periodo de incubacao € de 45 dias
e de 10 dias a dois meses em caes (BRASIL, 2009a; JONES; HUNT; KING, 2000).

Em geral, a eliminacdo do RABV pela saliva ocorre entre dois a cinco dias
antes do aparecimento dos sinais clinicos em caes e gatos, persistindo durante toda
a evolucdo da doencga, que tem um curso médio de cinco a sete dias apds o
surgimento do quadro clinico nessas espécies, culminando com o 6bito. Ha poucos
estudos que relatam o periodo de transmissibilidade em animais silvestres, mas se
sabe que quirépteros podem albergar o virus por um longo periodo, sem
sintomatologia aparente (BRASIL, 2009a, CDC,2015).

Apods o periodo de incubacgao, as primeiras manifestagdes clinicas da raiva
sao muito inespecificas e incluem mal-estar geral, febre, anorexia, cefaleia, nauseas,

dor de garganta, entorpecimento, irritabilidade e inquietude. Podem ocorrer
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hiperestesia e parestesia no trajeto dos nervos periféricos proximos ao local da
mordedura e alteragbes de comportamento. Com a progressao da infecgdo, surgem
manifestacdes de ansiedade e hiperexcitabilidade crescentes, confusdo, aerofobia,
disfagia, hiperacusia, fotofobia, desorientacdo, delirios, insbnia, espasmos
musculares generalizados e/ou convulsées. Espasmos dos musculos da laringe,
faringe e lingua ocorrem quando o paciente vé ou tenta ingerir liquidos, apresentando
intensa sialorreia — quadro popularmente denominado de hidrofobia. Os espasmos
musculares evoluem para paralisia, levando a complicagdes cardiorrespiratorias,
retencdo urinaria e obstipacdo intestinal. O paciente se mantém consciente, com
periodos de alucinacdes, até a evolugao do quadro para coma e subsequente obito.
Apos a instalagao dos sinais e sintomas, a doenga evolui, naturalmente, para ébito
(BRASIL, 2009a; CDC, 2015; WHO, 2014a).

O diagnéstico clinico pode ser dificil, especialmente em localidades onde a
raiva € incomum. Assim, o diagnostico definitivo é fornecido a partir do diagnéstico
laboratorial. A confirmagao laboratorial, em vida, dos casos de raiva humana pode ser
realizada pelo método de imunofluorescéncia direta, em impressao de coérnea,
raspado de mucosa lingual ou de tecido bulbar de foliculos pilosos, obtidos por biopsia
de pele da regido cervical, contudo, a sensibilidade desta prova é limitada, levando a
falsos negativos. Ja as técnicas de IFD e prova biolégica realizadas a partir de
fragmentos de sistema nervoso central coletados post mortem, tanto em humanos
como nas demais espécies, tém demonstrado elevada efetividade e sdo amplamente
utilizadas nos laboratoérios de saude publica (BRASIL, 2009a).

Mesmo considerada uma virose 100% letal ap6s o surgimento de sinais e
sintomas, mundialmente sao descritos alguns casos de sucesso no tratamento de
pacientes com raiva humana, havendo inclusive um caso bem-sucedido no Brasil. O
protocolo de tratamento — conhecido como Protocolo Milwaukee — consiste,
basicamente e em tempo oportuno, na inducdo de coma, uso de antivirais e reposicao
de enzimas, além da manutengao dos sinais vitais do paciente e tratamento de suporte
(BRASIL, 2009a; CDC, 2015).

Existe, entretanto, a possibilidade de prevengcao da raiva humana por meio
das profilaxias pré-exposicdo e pos-exposicdo. A primeira consiste em esquema
vacinal indicado a pessoas com risco de exposi¢cao permanente ao RABV em suas
atividades ocupacionais, tais como médicos veterinarios, bidlogos, profissionais e

auxiliares de laboratério de virologia e anatomopatologia para raiva, estudantes de
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medicina veterinaria, biologia e agronomia, espeledlogos e guias de ecoturismo,
pesquisadores que desenvolvem trabalhos de campo com animais silvestres,
funcionarios de centros de controle de zoonoses e de zooldgicos. Ja a profilaxia pos-
exposigao é indicada nos casos em que se suspeite ou esteja comprovada a
exposicao ao RABV e, anteriormente ao surgimento do quadro clinico, institui-se
esquema vacinal, adequado tratamento local da lesdo e soroterapia especifica, se
indicado (BRASIL, 2009a; WHO, 2013).

A prevencgao e controle da raiva sao prioridades para a Organizagdo Mundial
de Saude, fazendo parte dos programas de vigilancia de diversos paises, inclusive do
Brasil. Tais programas visam a eliminacdo da raiva em caes e gatos por meio de
vacinagdo, imunizagdo de acordo com esquema de profilaxia pré-exposicao de
pessoas em risco ocupacional, profilaxia pds-exposicao e vigilancia epidemioldgica
(WHO, 2014a).

2.2.1 Raiva no Brasil

Apesar de ser conhecida desde a antiguidade, a raiva continua sendo
problema de saude publica nos paises em desenvolvimento.

No Brasil, o agravo é endémico, em grau diferenciado, de acordo com a regiao
geopolitica. A regidao Nordeste responde por 57,11% dos casos humanos registrados
de 1990 a 2015; seguida da regiao Norte, com 24,92%; Sudeste, com 10%; Centro-
Oeste, 7,97%; e sem registros na regiao Sul (QUADRO 2). No periodo de 1990 a
2015, caes e gatos foram responsaveis por transmitir 69,15% dos casos humanos de
raiva; os morcegos, por 21,36%; outros animais (raposas, saguis, gato selvagem,
bovinos, equinos, caititus, gambas, suinos e caprinos), 9,49%.

Vale salientar que, nos anos de 2004 e 2005, devido a ocorréncia de surtos
de raiva humana nos estados do Para e Maranh&o, o morcego passou a ser o principal
responsavel pelos casos de raiva humana no pais, com 86,48% dos casos nesses
dois anos, ultrapassando os indices de transmissdo canina. No ano de 2008 foi
registrado o primeiro caso de cura de raiva humana no Brasil. Desde 1987, ndo ha
registro de casos de raiva humana nos estados do Sul, sendo o ultimo caso no Parana,
cuja fonte de infec¢ao foi um morcego hematéfago (BRASIL, 2009a; BRASIL, 2016).
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As agdes dos programas de prevencgédo e controle da raiva no Brasil sdo
regidas pelo Ministério da Saude, no tocante a saude publica, por meio do Programa
Nacional de Controle da Raiva, e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, no que se refere a defesa sanitaria animal, por meio do Programa
Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros (BRASIL, 2009a; BRASIL, 2009b).

O Programa Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros tem como objetivo
reduzir a prevaléncia da doenga em animais de producdo, herbivoros domeésticos,
visando a defesa sanitaria animal. No Parana, as amostras de animais de producao e
morcegos hematofagos s&o analisadas pelo Centro de Diagnostico Marcos Enrietti/
Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parana — ADAPAR (ADAPAR, 2015).

O Programa Nacional de Controle da Raiva, preconizado pelo Ministério da
Saude, visa a eliminagcado de casos humanos. Entre suas estratégias de atuacao esta
o monitoramento da circulagdo viral por meio do envio de amostras de tecido
encefalico post mortem de animais sentinelas, de animais suspeitos com
manifestagdes neurolégicas ou o6bito por causa indeterminada, e de 0,2% da
populagdo canina estimada da regido para diagndstico laboratorial da doenga. No
Parana, esse diagndstico é realizado pelo Lacen-PR, onde sdo analisadas todas as
amostras da rotina de vigilancia epidemiolégica da raiva no Estado, bem como
amostras de animais suspeitos da doenga e/ou agressores. O Lacen-PR processa

anualmente cerca de 3.200 amostras para o diagnéstico da raiva (PARANA, 2015).

2.2.2 Diagnoéstico laboratorial da raiva animal

O diagndstico laboratorial da raiva € de fundamental importancia para o
tratamento profilatico humano pods-exposicdo, mediante a aplicacdo de
imunobioldgicos especificos, e para a ado¢gao de medidas visando ao controle da
doenca nas populagdes de animais domésticos, evitando a ocorréncia de epizootias
com a identificagdo das areas com circulagao viral (BRASIL, 2008a; CDC, 2015).

A raiva € uma doenca que se apresenta de forma variavel nas diferentes
espécies de mamiferos, razao pela qual todo animal suspeito deve ter o sistema
nervoso central coletado e enviado, em condi¢des adequadas, ao laboratorio de

diagndstico, para a confirmagédo de uma suspeita clinica (BRASIL, 2009a).
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Diferentes técnicas para o diagnostico da raiva animal sdo preconizadas pela
Organizacdo Mundial de Saude e Ministério da Saude do Brasil: técnica histologica de
coloracdo de Sellers, técnica de imunofluorescéncia direta, prova para isolamento do
virus rabico em camundongos e prova para isolamento do virus rabico em cultivo
celular (BRASIL, 2008a; WHO, 1996).

As técnicas mais empregadas no Brasil em laboratorios de saude publica,
inclusive no Lacen-PR, sdo a imunofluorescéncia direta (IFD) e a prova biolégica (PB)
por inoculacdo intracerebral em camundongos. Métodos alternativos ao uso de
animais, como a inoculacdo viral em cultivo celular, sdo também ferramentas
importantes no diagnéstico da raiva e apresentam bons resultados quando
comparados a IFD e PB em camundongos, sendo ainda mais adequados em termos
de bem-estar animal por evitar sofrimento desnecessario desses animais (BONES;
MOLENTO, 2012).

2.2.2.1 Técnica de imunofluorescéncia direta

A técnica de imunofluorescéncia direta com utilizacdo de anticorpos
fluorescentes (imunoglobulinas antirrabicas marcadas com isotiocianato de
fluoresceina = conjugado antirrabico) constitui-se em um método rapido, sensivel e
especifico, com custo ndo muito elevado. A prova se baseia no exame microscépico
de impressdes de fragmentos de tecido nervoso “tratados” com conjugado especifico
e submetidos a luz ultravioleta. O antigeno rabico da amostra, constituido pela
proteina N do nucleocapsideo viral, ao reagir com o conjugado e iluminado sob luz
ultravioleta, emite uma Iluz esverdeada fluorescente. A sensibilidade da
imunofluorescéncia depende da espécie animal e grau de autdlise da amostra, da
experiéncia do profissional no diagnéstico, bem como do emprego de microscopio
adequado e da boa qualidade do conjugado. A técnica de IFD para o diagndstico
laboratorial da raiva pode alcancar uma efetividade 100% (BRASIL, 2008a;
INSTITUTO PASTEUR, 2014).

Conforme recomendagdes do Ministério da Saude e literatura pertinente
(BOURHY; SUREAU; TORDO, 1990; BRASIL, 2008a; INSTITUTO PASTEUR, 2014),

esta técnica é realizada no Lacen-PR da seguinte forma:
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e Em cabine de seguranca bioldgica classe Il tipo A, o fragmento de SNC
€ pressionado contra uma lamina de imunofluorescéncia, deixando a
impress&o ou imprint da amostra na lamina. S&o feitas trés impressbes em
cada lamina para cada amostra (FIGURA 4);

¢ A lamina é fixada em acetona por 45 minutos e, ap0s a secagem, duas
das impressdes sao cobertas com a diluicdo A (cérebro de camundongo
normal + conjugado previamente titulado), e a terceira impressdo com a
diluicdo B (Challenge virus standard + conjugado previamente titulado);

e Dentro de camara Umida, a lamina é incubada em estufa a 37°C por 30
minutos;

e ApOs a incubagéo, a lamina é lavada com tampéo fosfato salino (PBS
7,5), ficando submersa por 10 minutos, sendo posteriormente enxaguada com
agua purificada por osmose reversa,

e Depois de seca, uma gota de glicerina € instilada sobre as trés
impressdes e uma laminula € colocada sobre a lamina;

e Procede-se a leitura em microscopio optico de fluorescéncia. Em lamina
com presenca de antigeno, sdo observadas estruturas fluorescentes de cor
verde-maca nos pogos com a diluicdo A (FIGURA 5). Nenhuma fluorescéncia
deve ser observada em nos pocos com a diluicdo B, seja em amostras
positivas, negativas ou nos controles. A presenca de fluorescéncia nos dois
pocos com diluicdo A e auséncia no poco com diluicdo B indicam positividade

desta amostra.

: ¥ 000

FIGURA 4 — IMPRINTS EM LAMINA DE MICROSCOPIA, ORIGINARIAS DE UMA AMOSTRA
DA ROTINA DE DIAGNOSTICO DO LACEN-PR
FONTE: O autor (2014)
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FIGURA 5 — LAMINA DE AMOSTRA POSITIVA PARA RAIVA NA IFD, CORADA COM
CONJUGADO ANTIRRABICO FLUORESCENTE
FONTE: BRASIL (2008a)

Na rotina do Lacen-PR, é analisada uma média de 270 amostras por més para
diagnéstico de raiva animal, totalizando mais de 3.200 ao ano. Todas passam pela
técnica de IFD e pela prova bioldgica por inoculagcdo em camundongos. Segundo o
Manual de Envio e Coleta de Amostras Biologicas ao Lacen-PR, a partir do momento
da triagem das amostras, o0 prazo para liberacdo de resultado na técnica de IFD para
o diagndstico da raiva animal é de 24 horas (PARANA, 2015).

Assim, a técnica de imunofluorescéncia direta consiste em um método de
diagndstico rapido, sensivel e especifico que permite 0 desencadeamento oportuno
de medidas de controle, investigacdo e assisténcia médica, configurando uma

importantissima ferramenta de vigilancia epidemiolégica da raiva.

2.2.2.2 Prova biologica por inoculagéo intracerebral em camundongos

O método consiste na inoculagao intracerebral em camundongos com material
preparado a partir de fragmento de tecido de SNC de animais suspeitos. Os
camundongos inoculados sao observados por até 30 dias em busca de sinais clinicos
de raiva (WHO, 1996).

O animal de eleicao para o isolamento € o camundongo albino suigo da
espécie Mus musculus, por ser um dos mais sensiveis ao virus rabico. O camundongo

utilizado deve ser de boa procedéncia e apresentar bom estado sanitario, com idade
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e peso adequados. O ideal, € utilizar animais com 21 dias de idade e 11 a 14 g de
peso (BRASIL, 2008a; WHO, 1996).

De acordo com o Manual de Diagndstico Laboratorial da Raiva/ Ministério da
Saude (BRASIL, 2008a), o mesmo fragmento de tecido nervoso utilizado para
impressdo em lamina na técnica de IFD é posteriormente empregado na prova
bioldgica, da seguinte forma:

e O fragmento é triturado em gral e pistilo estéreis;

¢ Ao fragmento triturado é adicionado, na proporcao de 1:5, o diluente de
virus — um composto que contém 2 mL de soro normal de equino, 4 mg de
sulfato de gentamicina e solucéo salina g.s.p. 100 mL;

e A suspensdo a 20% é transferida para tubo tipo Falcon® e passa por
centrifugacéo (3.000 rpm, durante 30 minutos, a 4°C);

e Cerca de 0,03 mL do sobrenadante obtido &, entdo, inoculado em
camundongo, via intracerebral, com uso de seringa agulhada de 1 mL
(FIGURA 6). Para cada amostra, sédo inoculados de 6 a 8 camundongos que,
posteriormente a inoculacdo, sdo alojados em gaiolas adequadas a espécie,
em sala com controle de temperatura (22°C + 2°C) e umidade (50-55%);

e Os animais ficam em observacdo por até 30 dias, em busca de
manifestacdes clinicas de raiva,;

e Caso ocorram sinais clinicos da doenca, o camundongo é submetido a
eutanasia e seu sistema nervoso central é coletado e testado em IFD para
confirmacgéo do diagnéstico de raiva;

e Todo animal sem quadro clinico de raiva € submetido a eutanasia ao

final do periodo de observacéo.

FIGURA 6 — INOCULACAO INTRACEREBRAL EM CAMUNDONGO
FONTE: INSTITUTO PASTEUR (2014)
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A técnica de inoculagcdo em camundongos apresenta alto grau de
especificidade, porém com resultados mais demorados, uma vez que o periodo de
incubacao do virus pode variar de 7 a 30 dias. As alteragdes observadas nos animais
inoculados com virus rabico sao: pelos arrepiados, falta de coordenagao dos membros
posteriores, paralisia e prostracdo. No entanto, estes sinais clinicos ndo sao
suficientes para que se emita um laudo, e a prova de imunofluorescéncia direta deve
ser aplicada em impressodes de tecido nervoso desses animais, para se visualizar os
antigenos especificos. Mortes ocorridas antes de 48 horas nao sao atribuidas ao virus
da raiva, pois o periodo de incubacédo €, em geral, de 7 a 21 dias, sendo recomendada
a observacdo dos animais inoculados por um periodo de até 30 dias (INSTITUTO
PASTEUR, 2014; WHO, 1996).

2.2.2.3 Isolamento do virus da raiva em cultivo celular

Embora relatos de isolamento do virus rabico em cultivo celular datem de mais
de cinco décadas atras, apenas recentemente esta técnica passou a ser empregada
na rotina laboratorial (INSTITUTO PASTEUR, 2014; WHO, 1996).

Utilizada no diagnéstico laboratorial da raiva como um segundo teste para
confirmagédo dos resultados obtidos pela técnica de imunofluorescéncia
direta, em casos de suspeita de raiva em animais, a técnica de isolamento e
identificacdo viral com utilizagdo de células de neuroblastoma de
camundongo (N2A) e anticorpos fluorescentes (imunoglobulinas antirrdbicas
marcadas com isotiocianato de fluoresceina = conjugado antirrabico) € um
método mais rapido, simples e de custo menos elevado de isolamento do
virus da raiva. A técnica se baseia na inoculagéo de suspensdes de sistema
nervoso central (SNC) em placas utilizando células, seguida pelo exame
microscopico da célula “tratada” com conjugado especifico e submetida a luz
ultravioleta. O antigeno rabico, reagindo com o conjugado e iluminado com
luz ultra (comprimento de onda de 260 nandmetros), emite uma Iluz
esverdeada fluorescente. A sensibilidade da técnica depende do uso de
célula com boa morfologia, da experiéncia do profissional na realizagado da
técnica e, principalmente, da leitura das placas (BRASIL, 2008a, p. 65).

As células de neuroblastoma murino — identificadas na American Type Culture
Collection (ATCC) como Neuro-2a CLL-131 — apresentam maior sensibilidade a
infeccédo do virus rabico do que outras linhagens celulares e, por isso, sao utilizadas
em muitos paises para o diagnéstico da raiva (ATCC, 2014; BRASIL, 2008a).
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O método apresenta altas sensibilidade e especificidade, menor tempo para
obtencao dos resultados (72 a 96 horas), e menor custo, pois dispensa a necessidade
de aquisigcdo e manutencao de animais de laboratério, porém requer um ambiente
laboratorial equipado e com pessoas treinadas em cultivo celular (INSTITUTO
PASTEUR, 2014), constituindo uma barreira para a ampla implantagdo da
metodologia em laboratérios de saude publica, ja que instalagbes adequadamente
equipadas e pessoal treinado demandam investimento e iniciativa institucionais
(BONES; MOLENTO, 2012).

Apesar de estudos comprovarem excelente acuracia e baixos custos do IVCC,
a técnica vem sendo utilizada no Brasil, como parte da rotina diagnostica da raiva em
saude publica, somente no Instituto Pasteur de Sao Paulo (BONES; MOLENTO, 2012;
INSTITUTO PASTEUR, 2014).

No Lacen-PR, o IVCC nao esta na rotina de diagnostico da raiva até o
momento devido exatamente as barreiras ja citadas e, ainda, pela existéncia de uma
técnica — a de inoculagdo em camundongos — com acuracia muito semelhante, ja
implantada e consagrada, dificultando o direcionamento de esforgos e recursos para

a implantacdo de uma nova metodologia.

2.3 BIOSSEGURANCA

A biosseguranga compreende um conjunto de agbes destinadas a prevenir,
controlar, mitigar ou eliminar riscos inerentes as atividades que possam interferir ou
comprometer a qualidade de vida, a saude humana e o meio ambiente. Desta forma,
a biossegurancga caracteriza-se como estratégica e essencial para a pesquisa e 0
desenvolvimento sustentavel, sendo de fundamental importancia para avaliar e
prevenir os possiveis efeitos adversos de novas tecnologias a saude (BRASIL, 2010).

Constitui uma area de conhecimento relativamente nova, regulada em varios
paises por um conjunto de leis, procedimentos ou diretrizes especificas. No Brasil, a
legislagao de biossegurancga foi criada em 1995 com a publicagdo da primeira lei de
biosseguranca, a Lei n® 8.974, de 5 de janeiro de 1995, posteriormente revogada pela
Lei n° 11.105, de 24 de margo de 2005 (BRASIL, 2006; BRASIL, 2008b; BRASIL,
2010).
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Medidas de biosseguranga especificas devem ser adotadas por laboratérios
e aliadas a um amplo plano de educacdo baseado nas normas nacionais e
internacionais quanto ao transporte, a conservagdo e a manipulagdo de
microrganismos patogénicos (BRASIL, 2006).

O termo contengdo € usado para descrever os meétodos apropriados ao
manejo dos agentes de risco, para garantir a seguranga a saude humana, animal,
vegetal e ao ambiente. A contengao primaria refere-se a protegdao da equipe do
laboratério e do meio de trabalho contra a exposigao aos agentes infecciosos, sendo
proporcionada por uma boa técnica de microbiologia e pelo uso de equipamentos de
seguranga adequados, bem como vacinagdo. Ja a contengdo secundaria remete a
protegcdo do meio ambiente externo ao laboratério contra a exposicdo aos materiais
infecciosos (BRASIL, 2006; BRASIL, 2012; WHO, 2014d).

A avaliagéo do risco do trabalho a ser realizado determinara de que forma a
contencao se dara, utilizando-se de praticas e técnicas laboratoriais, equipamento de
seguranga/ protecdo e projeto de construgdo das instalagdes (CDC, 2014; WHO,
2014d).

2.3.1 Niveis de biosseguranca

Existem quatro niveis de biosseguranga — niveis de biosseguranga (NB) 1, 2,
3 e 4 — cada um com medidas especificas para o controle e contengdo de agentes
biolégicos. Os riscos principais que determinam os niveis de contengcdo sao
infectividade, a gravidade da doenca, a transmissibilidade e a natureza do trabalho
realizado. O agente em questdo, sua origem e a via de exposigdo/ transmissao
também s&o importantes (CDC, 2014).

Em consonéancia com a classe de risco dos microrganismos manipulados, os
laboratérios devem estabelecer um programa de biosseguranca que tera por
finalidade aperfeicoar e disciplinar os trabalhos, objetivando minimizar os riscos

mediante a execugéao de efetiva prevencéo de acidentes (BRASIL, 2008a).

NB 1: nivel de contencéo laboratorial basico, sem recomendacao de barreiras

primarias ou secundarias especiais além de pia para lavagem das maos e boas
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praticas em geral. Aplica-se aos laboratorios de praticas basicas, em que sao
manipulados microrganismos pertencentes a classe de risco 1 — aqueles que
representam risco individual e para a comunidade ausente ou muito baixo;

NB 2: aplica-se a laboratérios clinicos, de diagndstico, de ensino e outros que
manipulem microrganismo de classe de risco 2 — aqueles que representam risco
individual moderado e baixo para a comunidade. Neste nivel, sdo empregados, além
das boas praticas, o uso de barreiras primarias e secundarias;

NB 3: refere-se a laboratdrios clinicos, de diagndstico, de ensino, de pesquisa
e a instalagbes de larga produgdo, em que se manipulem microrganismos de classe
de risco 3 — aqueles que representam alto risco individual e risco limitado a
comunidade — ou grandes quantidades de microrganismos de classe de risco 2. Neste
nivel, além dos métodos adotados no NB 2, s&do necessarios projeto e construgao
especiais das instalacoes;

NB 4: sdo os laboratérios de contencdo maxima, onde sdo manipulados
microrganismo de classe de risco 4 — aqueles que representam elevado risco
individual e para a comunidade. Neste nivel, além de toda contencgao utilizada no NB
3, ha necessidade de a unidade ser geografica e funcionalmente separada de outras
areas, bem como possuir barreiras e procedimentos de seguranga especiais (BRASIL,
2011; CDC, 2006).

2.3.2 Biosseguranca no diagnostico da raiva animal

Nos laboratérios de saude publica, trabalham-se tanto com o virus “fixo”,
utilizado nas metodologias de diagnéstico da raiva como controles positivos, por
exemplo, e com o virus de “rua”, proveniente das amostras de animais infectados.

De acordo com diretrizes do Ministério da Saude (BRASIL, 2011), o virus da
raiva, virus “fixo”, é classificado como agente de classe de risco 2 e o virus da raiva,

amostras de “rua”, é considerado agente de classe de risco 3.

Algumas préticas tipo padrdao e especiais sdo aplicaveis aos agentes
designados para o nivel de biosseguranga 2:

* Nunca pipetar com a boca; devem ser utilizados dispositivos mecéanicos.

* Nao comer, beber ou fumar na area de trabalho do laboratdrio.

* Nao armazenar alimentos nem bebidas nas areas de trabalho.
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* Nao aplicar maquiagem, nem usar aderecos.

» Usar os equipamentos de protecéo individual, como aventais ou jalecos,
protetores faciais, mascaras, oculos de protecdo, luvas, sapatilhas
descartaveis, entre outros.

* Limitar ou restringir o acesso ao laboratdrio.

* Proibir a entrada de criangas na area de trabalho do laboratério.

* N&o permitir a entrada de animais que nao tenham relagéo com os trabalhos
que estejam sendo realizados.

* Realizar cuidadosamente todos os procedimentos, a fim de minimizar a
criagcao de borrifos ou aerossois.

» Descontaminar as superficies de trabalho com agentes desinfetantes
adequados ao final do trabalho e apds qualquer vazamento ou borrifada de
material viavel.

* Lavar as maos apds a manipulagdo de materiais viaveis, apés a remogao
das luvas e antes de sair do laboratdrio.

* Colocar, na entrada do laboratério, o simbolo de risco biolégico.

» Descontaminar os residuos produzidos antes que sejam descartados. Os
materiais que devem ser descontaminados fora do préprio laboratério
deverdo ser colocados em recipientes a prova de vazamentos e
hermeticamente fechados, para que sejam transportados.

« Utilizar cabines de seguranga biolégica, mantidas de maneira adequada,
sempre que sejam realizados procedimentos com elevado potencial de
criagdo de aerossois ou quando altas concentragdes ou grandes volumes do
agente infeccioso forem manipulados.

» Descartar os materiais perfurocortantes (tais como agulhas, laminas,
laminulas, tubos quebrados e outros materiais utilizados) em recipientes de
paredes rigidas, devidamente identificados.

» Assegurar-se de que as saidas de emergéncia se encontrem livres de
obstaculos.

* Manter extintores para diferentes tipos de fogo, com seu correspondente
controle periddico, assim como ter o nimero de telefone dos bombeiros em
lugar visivel.

* Manter a obrigatoriedade da vacinagéo antirrabica preventiva para todo o
pessoal de laboratério e controlar periodicamente o titulo de anticorpos
neutralizantes (BRASIL, 2008a, p. 32-33).

Tanto o Lacen-PR quando o laboratorio de referéncia nacional para raiva, o
Instituto Pasteur de Sdo Paulo, operam com estrutura de NB 2 (INSTITUTO
PASTEUR, 2014; PARANA, 2015).

2.4 USO DE ANIMAIS EM LABORATORIOS DE SAUDE PUBLICA

Desde os primérdios da humanidade, a relagdo do homem com os animais
passou por diferentes formas de interacdo: primeiramente eram empregados
meramente como fonte de alimentos e de vestuario; depois foram domesticados e
desenvolveu-se também relacdo de parceria em que o animal ajudava o homem em

trabalhos agricolas, transporte, companhia, guarda e pastoreio; mais recentemente,
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desempenham papel importante na busca de novos conhecimentos para a melhoria
da saude e do bem-estar, tanto de humanos quanto dos demais animais, contando,
para tanto, com a experimentacédo animal (RIVERA; AMARAL; NASCIMENTO, 2006).

O estudo do uso e exploragao de animais implica em consideragdes acerca
das acdes humanas ndo somente em relacéo a sociedade como também ao ambiente,
superando o0s interesses meramente cientificos e econdmicos (PESSINI;
BARCHIFONTAINE, 2002).

O cunho ético em relagdo ao uso de animais para o beneficio humano vem
sendo bastante questionado ha muitos séculos, mas ganha maior dimensé&o a partir
do final do século XIX e comeco do século XX, com o advento dos sistemas de criagao
intensivos no meio rural, com a utilizagdo em larga escala da experimentagao animal
na area de tecnologia biomédica, com o surgimento do bem-estar animal como ciéncia
e o conceito crescente de que determinados animais fazem parte do nucleo familiar
como sujeito fraternal. Esse conflito moral que toca varias areas da sociedade,
multidisciplinar e plural, alimentado pela busca de parametros norteadores de atitudes
eticamente adequadas ao contexto atual, da origem a um campo de estudo da ética
novo e desafiador: a bioética (CLOTET; FEIJO; OLIVEIRA, 2005; ENGELHARDT,
2004).

O termo bioética € definido como o estudo sistematico das dimensdes morais
— incluindo visdo, decisdo, conduta e normas morais — das ciéncias da vida e dos
cuidados a saude, utilizando uma variedade de metodologias éticas num contexto
multidisciplinar (POST, 2004).

A bioética vem ganhando espago no meio académico e na sociedade em geral
em fungao de situagdes conflitantes do cotidiano que se apresentam, fruto do grande
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico de nossa era. A ética animal, aparece como
uma das areas do conhecimento que pede uma reflexdo multidisciplinar sobre os
limites de atuagéo do ser humano para com os animais ndo-humanos a fim de serem
garantidas agdes eticamente adequadas a estes seres sencientes (CLOTET; FEIJO;
OLIVEIRA, 2005).

O conceito de senciéncia modificou-se muito ao longo dos anos e, atualmente,
muitos estudos consideram que animais sao dotados de estados emocionais, sendo
capazes, desta forma, de vivenciar experiéncias positivas e negativas, de sentir e de

sofrer. Ha, entretanto, certa aceitagao de senciéncia animal, ao menos em mamiferos,
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ha muitos séculos, como fica evidenciado em escrituras de Leonardo da Vinci,
Shakespeare, Thomas More, entre outros (DUNCAN, 2006).

Mais recentemente, em 07 de julho de 2012, um grupo de neurocientistas
mundialmente renomados se reuniu na Universidade de Cambridge, Reino Unido,
para o evento The Francis Crick Memorial Conference: Consciousness in Human and
Non-Human Animals, no qual os palestrantes abordaram, do ponto de vista
anatomofisiolégico, as semelhancas entre humanos e outras espécies animais. A
conferéncia teve como produto o Manifesto de Cambridge, dedicado a consciéncia

animal, que declara:

“A auséncia de um neocortex nao parece impedir um organismo de
experimentar estados afetivos. Evidéncia convergente indica que animais
ndo-humanos possuem o0s substratos neuroanatdmicos, neuroquimicos, e
neurofisioldgicos de estados de consciéncia juntamente com a capacidade
de exibir comportamentos intencionais. Consequentemente, o peso da
evidéncia indica que os humanos ndo sdao os Unicos que possuem o0s
substratos neurolégicos que geram a consciéncia. Animais nao-humanos,
incluindo todos os mamiferos e aves, e muitas outras criaturas, incluindo
polvos, também possuem esses substratos neurologicos” (THE FRANCIS
CRICK MEMORIAL CONFERENCE, 2012).

Assim, consolida-se a evidéncia de que diversas espécies, entre elas, muitas
das utilizadas em experimentagdo animal, sdo sencientes, ou seja, sdo capazes de
experimentar sensagdes e emogdes, tais como medo, angustia, alegria, dor e outras.
O reconhecimento dos animais como seres sencientes aumenta ainda mais o dilema
do seu uso pelos humanos, gerando grandes discussdes em relagdo ao bem-estar
animal e aos principios éticos e morais na exploragao animal (DUNCAN, 2006; POST,
2004).

O conceito mais aceito no meio cientifico é de que o bem-estar seja o estado
de um individuo em relacdo as suas tentativas de adaptar-se ao meio ambiente em
que vive (BROOM; FRASER, 2010). Ou seja, o bem-estar esta relacionado ao grau
de dificuldade que um individuo enfrenta para viver no meio onde se encontra.

Mesmo antes da comprovagao sobre a senciéncia dos animais, ja ocorriam
manifestagdes acerca do bem-estar animal. Em 1964, Ruth Harrison langou a obra
Animal Machines, na qual a autora descreveu sistemas de criagdo intensiva em
pecuaria, expondo a realidade sobre esse sistema de producéo.

O livro impulsionou o governo do Reino Unido a criar uma comissao, liderada
por Roger Brambell, para investigar o bem-estar de animais criados em sistemas
intensivos. O produto desta investigacéo, conhecido como Relatério de Brambell, deu

origem ao conceito das Cinco Liberdades em 1965, sendo refinado posteriormente em
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1979 e novamente em 1993 pelo Farm Animal Welfare Committee (FAWC) do governo
britanico (HARRISON, 1964; FAWC, 2015).

Segundo FAWC (2015), as Cinco Liberdades fundamentais ao bem-estar
animal sao:

- Liberdade nutricional: os animais devem estar livres de sede, fome e

desnutricao;

- Liberdade sanitaria: os animais devem estar livres de dor, doencgas e

ferimentos;

- Liberdade ambiental: os animais devem ter liberdade de movimento, em

instalacdes adequadas a sua espécie;

- Liberdade psicoldgica: os animais devem estar livres de medo e distresse;

- Liberdade comportamental: os animais devem ter liberdade para expressar

o comportamento natural de sua espécie.

Ainda em meados do século passado, pesquisadores também procuravam
melhorias na experimentacdo animal. Em 1959, Russell e Burch publicaram a obra
The Principles of Humane Experimental Technique. O livro trouxe o Principio dos 3
R’s (RUSSELL; BURCH, 1992):

- Replacement (substituicdo): significa a substituicdo do uso de animais

sencientes pelo uso de materiais ndo-sencientes. Ex: uso de modelos in vitro,

uso de cultivos celulares, uso de modelos artificiais, entre outros.

- Reduction (reducéo): significa a redugdo do numero de animais utilizados

para obter a informagao cientifica. Ex: reduzir o N amostral ao menor possivel

por meio de calculo estatistico.

- Refinement (refinamento): significa a maxima diminuicdo da intensidade e

severidade do sofrimento imposto aos animais durante a experimentagdo. Ex:

utilizar analgesia ou anestesia previamente a procedimentos cirurgicos.

As Cinco Liberdades e o Principio dos 3 R’s permearam nao apenas os
circulos da sociedade envolvidos na luta pelo bem-estar animal, mas também
chegaram as esferas politicas e legislativas, e até hoje servem como base para novas
normas e leis em diversos paises no que se refere a exploragao animal (FAWC, 2015;
RUSSELL; BURCH, 1992).
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No Brasil, as praticas de uso de animais em experimentacdo e pesquisa sao
regulamentadas e orientadas pela Lei Federal n°® 9.605 de 12 de fevereiro de 1998,
pela Resolugao n°® 879 de 15 de fevereiro de 2008 do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV), pela “Lei Arouca” (Lei Federal n° 11.794 de 08 de outubro de
2008) e pelo Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009 (BRASIL, 1998; BRASIL, 2008a;
BRASIL, 2009c; CFMV, 2008).

Para orientar e regular as instituicbes de ensino e pesquisa que realizam
experimentagao animal, recentemente foram criadas as comissdes de ética no uso de
animais — as CEUAs. Estas obedecem as diretrizes e normatizacdo do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), ligado Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovacao (CONCEA, 2015).

Segundo Clotet, Feijo e Oliveira (2005, p. 26), os principios das legislacdes
basicamente se fundamentam nos seguintes objetivos gerais:

1 Definir propésitos legitimos para que o animal de laboratério possa ser
utilizado;

2 Providenciar a exigéncia de competéncia de todas as pessoas envolvidas

na experimentagédo animal;

Limitar o uso de animais onde as alternativas sédo disponiveis;

Prevenir dor desnecessaria ou estresse para os animais;

Providenciar para a inspegao das exigéncias e procedimentos;

Assegurar a responsabilidade publica.

o 0hw

Todas as instituicbes de ensino e pesquisa cientifica que realizam
experimentagdo animal devem seguir as determinac¢des da legislagado vigente. As
normas e leis brasileiras, entretanto, ndo abrangem os laboratérios de saude publica
que nao sejam vinculados a pesquisa e ensino, pois nesses estabelecimentos ocorre
0 uso de animais somente para fins de diagndstico e vigilancia epidemiolégica
(CONCEA, 2015).

2.5 SAUDE DO TRABALHADOR NA PESQUISA COM ANIMAIS

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Saude, cerca de 45% da
populacdo mundial e de 58% da populacédo acima de 10 anos faz parte da forca de
trabalho. O trabalho desta populacdo sustenta a base econbémica e material das

sociedades que, por outro lado, sédo dependentes da sua capacidade de trabalho.
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Desta forma, a saude do trabalhador e a salde ocupacional sdo pré-requisitos cruciais
para a produtividade, e sdo de suma importancia para o0 desenvolvimento
socioecondémico e sustentavel de uma nacéao (OPAS, 2016).

Entende-se por saude do trabalhador um conjunto de atividades que se
destina, por meio das agbes de vigilancia epidemioldgica e vigilancia sanitaria, a
promogao e protecao da saude dos trabalhadores, assim como visa a recuperacgao e
reabilitacdo da saude dos trabalhadores submetidos aos riscos e agravos advindos
das condigbes de trabalho (BRASIL, 1990).

A saude ocupacional e a saude mental também estdo contempladas no
escopo da saude do trabalhador e se inter-relacionam. Neste campo, busca-se
identificar relagées entre o ambiente, a organizacao, as condi¢gdes de trabalho e os
efeitos na saude do trabalhador, dando diagndstico e propondo solugbes para os
processos relativos a deterioragcdo da qualidade de vida, a saude e ao surgimento de
doencas relacionadas ao trabalho (HOFMANN; STROBEL, 2011).

No Brasil, a Politica Nacional de Saude do Trabalhador do Ministério da
Saude, em vigor desde 2004, visa a reducédo dos acidentes e doencgas relacionadas
ao trabalho, mediante a execucgéo de agdes de promogao, reabilitacdo e vigilancia na
area da saude. Suas diretrizes, descritas na Portaria n° 1.225 de 06 de julho de 2005,
compreendem a atencdo integral a saude, a articulagcédo intra e intersetorial, a
estruturagao da rede de informagdes em Saude do Trabalhador, o apoio a estudos e
pesquisas, a capacitagao de recursos humanos e a participacdo da comunidade na
gestao dessas agdes (OPAS, 2016).

A legislagdo e normas nacionais sdo de cumprimento obrigatorio para todas
as empresas, sejam privadas ou publicas, inclusive nos dos servigos de saude. A
Norma Regulamentadora n°® 32 estabelece as diretrizes basicas para implantacéo de
medidas de prote¢cdo a saude e seguranga de trabalhadores de servigos de saude
(BRASIL, 2005c).

Dentro do grupo dos trabalhadores dos servigos de saude, encontram-se os
profissionais de biotério, os auxiliares e técnicos de laboratérios de experimentagao
animal. Quanto a saude deste grupo de trabalhadores, a literatura é vasta em relagéo
a biosseguranca intrinseca ao seu ambiente de trabalho, especialmente, no tocante
aos riscos biolégicos (MAJEROWICZ, 2008; WHO, 2014d). No entanto, poucas

pesquisas se aprofundam na tematica dos aspectos psicolégicos dos manipuladores,
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relacionados a procedimentos capazes de impor sofrimento aos animais de
experimento, bem como a eutanasia.

Esse estresse psicologico, e que pode ser acompanhado ou nao de
depressao, € inerente a grande parte dos experimentos com animais, ja que, muitas
vezes, a intervencédo sofrida pelos animais durante a pesquisa é de tal gravidade que
as diretrizes técnicas e a legislagdo impdem a terminagéo do sofrimento do animal ao
fim do experimento, por meio da eutanasia (BRASIL, 2009C; CFMV, 2008; CONCEA,
20015; RIVERA; AMARAL; NASCIMENTO, 2006).

Estudos apontam, por exemplo, que médicos veterinarios tém quatro vezes
mais chances de cometer suicidio do que a populagdo em geral, e duas vezes mais
do que os demais profissionais da area da saude. Uma das hipoteses é de que a
repetida exposicdo dos medicos veterinarios a eutanasia de animais os torne
insensiveis quanto a morte, pois acabam se habituando ao processo de eutanasia, o
que poderia levar a banalizagdo da morte (WITTE; CORREIA; ANGARANO, 2013).

O estresse e a depressao, como fatores de risco ocupacional, podem provocar
alteracdes de ordem fisica e mental capazes de afetar a saude, o comportamento e o
bem-estar dos profissionais envolvidos na experimentagdo animal, e influencia
diretamente os resultados das pesquisas em que esses trabalhadores estao
envolvidos. O afastamento do trabalho por depressio e seu tratamento na rede de
saude publica impactam também na economia, saude publica e saude do trabalhador
(WHO, 2016).

Assim sendo, as pesquisas que envolvem o uso de animais devem ser muito
bem fundamentadas, planejadas e justificadas, pois sdo capazes de causar impacto
importante no bem-estar animal e no bem-estar e saude do trabalhador (RUSSELL;
BURCH, 1992; SINGER, 1993; WHO, 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

As amostras utilizadas foram cedidas pelo Lacen-PR, provenientes da rotina
de diagnéstico de todo o estado do Parana, e selecionadas ap0s realizacdo do exame
de imunofluorescéncia direta (IFD) e prova bioldgica (PB) por inoculagdo em
camundongos conforme preconizado pelo Ministério da Saude.

Na etapa do estudo em que foram comparados o isolamento viral em
camundongos por técnica de preparo das amostras preconizada pelo Ministério da
Saude com o isolamento viral em camundongos por técnica modificada de preparo
das amostras, bem como na etapa em que foi comparado o isolamento viral em
camundongos com o IVCC por técnica modificada de preparo das amostras foi
necessaria a utilizacdo de animais, além dos previstos na rotina do Lacen-PR. Desta
maneira, nessas fases do experimento, foi selecionado o menor nimero possivel de
amostras, que resultou no uso de um namero racional de camundongos, compativel
com as exigéncias da comissdo de ética no uso de animais e que, ainda, permitiu a
realizacdo de estudos de acuracia (QUADRO 3).

Na etapa do isolamento viral em cultivo celular por técnica de preparo das
amostras preconizada pelo Ministério da Saude vs. isolamento viral em cultivo celular
por técnica modificada de preparo das amostras, e na de isolamento viral em
camundongos por técnica de preparo das amostras preconizada pelo Ministério da
Saude vs. isolamento viral em cultivo celular por técnica de preparo das amostras
preconizada pelo Ministério da Saude foi possivel ampliar o tamanho amostral,
conforme 0 QUADRO 3, por ndo ser necessario o uso de animais além dos previstos
na rotina do laboratorio.
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N° N°
Etapa do experimento Amostras | Amostras |TOTAL
Positivas Negativas

Isolamento viral em camundongos por técnica de
preparo das amostras preconizada pelo Ministério da

; . 15 5 20
Saude vs. Isolamento viral em camundongos por
técnica modificada de preparo das amostras
Isolamento viral em cultivo celular por técnica de
preparo das amostras preconizada pelo Ministério da 86 314 400

Saulde vs. Isolamento viral em cultivo celular por
técnica modificada de preparo das amostras

Isolamento viral em camundongos por técnica de
preparo das amostras preconizada pelo Ministério da
Saulde vs. Isolamento viral em cultivo celular por 86 314 400
técnica de preparo das amostras preconizada pelo
Ministério da Saude

Isolamento viral em camundongos por técnica
modificada de preparo das amostras vs. Isolamento
viral em cultivo celular por técnica modificada de
preparo das amostras

15 5 20

QUADRO 3 - NUMERO DE AMOSTRAS UTILIZADAS POR ETAPA DO EXPERIMENTO DE
COMPARAGCAO DE TECNICAS DIAGNOSTICAS PARA RAIVA EM AMOSTRAS DE
ENCEFALO DE ANIMAIS, ESTADO DO PARANA

FONTE: O autor (2015)

3.1.1 Tamanho amostral nas etapas com uso de camundongos

O tamanho amostral foi calculado considerando o Principio dos 3 R’s —
Replacement, Reduction, Refinement — que defende o uso parcimonioso de animais
na experimentacdo e simultaneamente se encontra em conformidade com as
diretrizes e legislacdo vigentes no que tange ao bem-estar animal (RUSSELL;
BURCH, 1992).

Assim, para o célculo do tamanho e a selecdo de amostras nesta etapa do
estudo considerou-se:

- A média de amostras positivas recebidas anualmente no Lacen-PR;

- A prevaléncia de casos positivos entre as amostras recebidas;

- As espécies animais dos casos positivos; e

- As espécies de origem dos controles utilizados na rotina.
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De um total de 18.919 amostras recebidas no Lacen-PR entre 01 agosto de
2009 e 31 de agosto de 2015, 13.071 (69,09%) eram de caninos, 3.125 (16,52%) eram
de quirépteros, 2.607 (13,78%) eram de felinos e 116 (0,61%) eram de outras
espécies. Dentro do mesmo periodo, apenas 95 amostras foram positivas para raiva,
o que reflete 0,5% de positividade e média anual de 16 amostras positivas. Destas,
91 (95,79%) eram amostras de morcegos, trés (3,16%) eram de bovinos e uma
(1,05%) era de felino.

Os controles positivos e negativos utilizados na rotina do Lacen-PR séo
originarios de amostras bovinas (virus de “rua”) e de camundongos (virus “fixo”).

Desta forma, para ser possivel a aplicagdo dos testes de acuracia propostos
e ainda ser utilizado o menor numero possivel de animais, determinou-se a utilizacéo
de 20 amostras neste segmento do experimento, sendo 15 positivas e 5 negativas.
Considerando a inoculagdo de 6 camundongos por amostra, o total de animais
utilizados nesta etapa foi de 120 animais.

Para compor as amostras positivas, foram utilizadas 11 amostras de
quirépteros, duas de bovinos e duas de camundongos. Quanto as amostras negativas,
foram utilizadas cinco amostras, sendo duas originarias de caninos, duas de
quirépteros e uma de felino.

As etapas em que se utilizaram 20 amostras foram:

- Isolamento viral em camundongos por técnica de preparo das amostras
preconizada pelo Ministério da Saude vs. Isolamento viral em camundongos por
técnica modificada de preparo das amostras; e

- Isolamento viral em camundongos por técnica modificada de preparo das
amostras vs. Isolamento viral em cultivo celular por técnica modificada de preparo das

amostras.

3.1.2 Tamanho amostral nas etapas sem experimentagcao animal

Nas outras duas etapas, em que nao foram utilizados animais além da rotina
do laboratério, o calculo da amostragem foi feito considerando-se que o tratamento
estatistico dos resultados obtidos no experimento visaria aos testes de acuracia, em
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que se determinam a sensibilidade, a especificidade e os valores preditivos positivo e
negativo de um novo teste frente ao padrao ouro ou ao teste de referéncia.
A férmula mais apropriada para o calculo do tamanho amostral (N) em testes

diagndsticos segundo Medronho (2002) é:

N =Z2x [P (1-P)] / D?, em que: (1)

P = proporcao esperada
D = semi-amplitude do intervalo de confianca
Z = 1,96 (para a=0,05 e intervalo de confianga IC 95%)

A proporgao esperada (P) de sensibilidade dos novos testes ndo deve ser
inferior a 90% neste caso. Portanto, neste calculo, foi utilizado P = 0,10.

O espectro do intervalo de confianga foi estipulado em 0,08 como erro maximo
aceitavel — precisao de 0,04 abaixo até 0,04 acima. Ou seja, D = 0,04.

O intervalo de confianca de 95% remete ao Z = 1,96.

Assim, o tamanho amostral minimo era N = 216.

Durante a parte experimental do estudo, contudo, foi possivel processar mais
amostras do que o tamanho amostral minimo. Desta forma, foi utilizado um total de
400 amostras, sendo 86 positivas (79 de quiropteros, trés de bovinos, quatro de
camundongos) e 314 negativas (224 de caninos, 50 de quirépteros, 40 de felinos).

As etapas que utilizaram 400 amostras foram:

- Isolamento viral em cultivo celular por técnica de preparo das amostras
preconizada pelo Ministério da Saude vs. Isolamento viral em cultivo celular por
técnica modificada de preparo das amostras; e

- Isolamento viral em camundongos por técnica de preparo das amostras
preconizada pelo Ministério da Saude vs. Isolamento viral em cultivo celular por

técnica de preparo das amostras preconizada pelo Ministério da Saude.

3.2 LOCAL DA PESQUISA

As amostras utilizadas eram provenientes de animais residentes em diversos
municipios paranaenses (QUADRO 4), e recebidas diretamente na rotina de

diagnostico do Lacen-PR, n&o sendo necessaria coleta a campo.
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MUNICIPIO BOVINO [ CANINO [ FELINO | QUIROPTERO
conclusao

KALORE 0

LEOPOLIS 0

LONDRINA 12

MARECHAL CANDIDO RONDON 0

MARINGA 13

MARMELEIRO

MAUA DA SERRA

MERCEDES

ORTIGUEIRA

PALOTINA

PATO BRANCO

PAULA FREITAS

PAULO FRONTIN

PONTA GROSSA

PORECATU

PORTO VITORIA

QUATRO BARRAS

QUATRO PONTES

QUEDAS DO IGUACU

RANCHO ALEGRE

REALEZA

RIBEIRAO DO PINHAL

ROLANDIA

SANTA HELENA

SANTO ANTONIO DA PLATINA

SAO JOSE DOS PINHAIS

SAO MANOEL DO PARANA

SENGES

SERRANOPOLIS DO IGUACU

SERTANOPOLIS

SIQUEIRA CAMPOS

TAMARANA

TIJUCAS DO SUL

TOLEDO

UNIAO DA VITORIA

VITORINO

WENCESLAU BRAZ

o|lo|lo|lo|o|o|o|M|o|o|o|FP|o|o|o|o|o|o|o|o|lo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o

Flolo|lo|lo|d|RP|N|FRP|lo|FP|lojlwW|w|o|rRr|lo|lFRP|9P|rRr|lo|lo|lrRr|lololo|dMV|w|FR [N O[R|[R[MloO|N|F

o|lo|lo|lo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|F|o|jlo|jo|lo|9Q|F|lOo|lOoO|OoO|Oo|O|Oo|Oo|o|o|o|o|o|o|o|dM|F|O

o|lFRr|MN|dM|P|lo|O|Oo|Oo|FP|lOo|FP|o|jo|P|lo|NM|lo|FPr|lo|lP|MN|o|M|N|FP|lOo|FP|lOo|lo|Oo|O

TOTAL

w

224

N
o

129
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QUADRO 4 - AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS UTILIZADAS NA PESQUISA DE
COMPARAGCAO DE TECNICAS DIAGNOSTICAS PARA RAIVA, POR MUNICIPIO E
ESPECIE, ESTADO DO PARANA

FONTE: PARANA (2015) — Modificado pelo autor (2015)
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3.3 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de uma pesquisa experimental, na qual foram realizados estudos de
acuracia, avaliando sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e
negativo, e concordancia Kappa de um novo protocolo de diagnostico de raiva animal
proposto ao Lacen-PR. Além disso, foi realizada analise comparativa entre o protocolo
empregado atualmente e o protocolo modificado no que se refere a complexidade,
tempo dispendido em cada metodologia, custos, biosseguranga, bioética e bem-estar
animal.

A proposta do projeto baseou-se na modificacdo da etapa de preparo das
amostras, com inoculagao do virus rabico em cultivo celular, em substituicdo ao uso
de camundongos.

Assim, o estudo foi fundamentado em duas frentes principais: a modificagao
do preparo de amostras, elevando o grau de biosseguranca, e a substituicdo do
isolamento viral em camundongos pelo isolamento viral em cultivo celular, priorizando

o0 bem-estar animal, a saude do trabalhador e a saide mental dos técnicos.

3.3.1 Modificacéo do preparo das amostras

O Manual de Diagndstico Laboratorial da Raiva/MS (BRASIL, 2008a)
determina que a amostra a ser utilizada para inoculagao passe por trituragdo manual
em gral e pistilo estéreis e, somente entdo, a seja adicionada ao diluente de virus, em
tubo tipo Falcon®. Essa mistura passa por centrifugacéo e o sobrenadante obtido é
utilizado para inoculagdo. Esse processo envolve intensa manipulagcdo de material
potencialmente infectado com o virus rabico, elevando as chances de exposi¢ao ao
virus bem como os riscos a biosseguranca. Além disso, o consumo de vidrarias
estéreis (gral e pistilo) para cada amostra torna a metodologia demasiado laboriosa,
onerosa e demorada.

Assim, neste estudo, a preparacdo das amostras sofreu as seguintes
modificagdes (FIGURA 7):
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e Em cabine de seguranca biologica, uma pequena fracdo da amostra foi
separada e imediatamente adicionada ao diluente de virus, na proporcao de
1:5, em tubo tipo Falcon®.

e O tubo ja contendo a amostra e devidamente fechado passou por
homogeneizacdo em agitador tipo vortex, num processo equivalente a
trituragcdo manual preconizada pelo MS.

¢ Depois, o tubo foi levado normalmente a centrifugacéo e o sobrenadante

obtido foi, entéo, utilizado na inoculacao.

Fragmento - Trituragdo - Centrifugacdo - Sobrenadante - Inoculagdo
Preparo modificado de amostras

Fragmento - Agitadorvértex - Centrifugagdo - Sobrenadante = Inoculacdo

FIGURA 7 — REPRESENTACAO DA MODIFICAGCAO DA TECNICA DE PREPARO DE AMOSTRAS
DE ENCEFALO PARA DIAGNOSTICO DA RAIVA EM ANIMAIS
FONTE: O autor (2015)

Para as andlises neste estudo, foram empregadas amostras de rotina
sabidamente positivas ou negativas, e previamente processadas no Lacen-PR de
acordo com a metodologia recomendada pelo Ministério da Saude.

Nesta fase, foram feitas duas comparacgoes:

12) Isolamento viral em camundongos por técnica de preparo das amostras
preconizada pelo Ministério da Saude vs. Isolamento viral em camundongos por
técnica modificada de preparo das amostras; e
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22) Isolamento viral em cultivo celular por técnica de preparo das amostras
preconizada pelo Ministério da Saude vs. Isolamento viral em cultivo celular por

técnica modificada de preparo das amostras.

3.3.1.1 Isolamento viral em camundongos por técnica de preparo das amostras
preconizada pelo Ministério da Saude vs. Isolamento viral em camundongos por

técnica modificada de preparo das amostras

Neste segmento do estudo, foram utilizadas 20 amostras previamente
processadas de acordo com o recomendado pelo Ministério da Saude, sendo:
- 15 positivas (11 de quirdpteros, 2 de bovinos e 2 de camundongos);

- 5 negativas (2 de caninos, 2 de quirépteros e 1 de felino).

As amostras selecionadas foram divididas em duas aliquotas, sendo a
primeira processada seguindo a rotina do laboratério, de acordo com o preconizado
pelo Ministério da Saude (Grupo Controle 1) e a segunda aliquota processada pelo
preparo modificado de amostras (Grupo Teste 1).

Para cada amostra, foram inoculados seis camundongos no grupo controle e
seis camundongos no grupo teste. Cada conjunto de seis animais foi alojado em suas
respectivas gaiolas, identificadas com o numero de registro da amostra e com o grupo
ao qual pertenciam (controle ou teste).

Os parametros comparados entre os grupos controle e teste foram:

- Resultados das provas bioldgicas e posteriores IFD confirmatorias;

- Tempo decorrido no preparo das amostras até a obtencdo da suspensédo

para inoculacgao;

- Riscos ocupacionais observados durante 0s processos;

- Custos de insumos.

Os valores dos insumos empregados foram fornecidos pelo Lacen-PR ou por
meio de pesquisa de mercado, utilizando informagdes de cotagdes com empresas
nacionais especializadas no comércio desses produtos. Os valores obtidos foram

extrapolados proporcionalmente para o que seria consumido processando 3.200
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amostras — a média anual do Lacen-PR numa série histérica de agosto de 2009 a
agosto de 2015.

Nao foram considerados os valores gastos com recursos humanos — numero
de pessoas necessarias, capacitagdes e treinamentos, horas trabalhadas, encargos
sociais, etc. Nao foram computados também os gastos com destinagédo dos residuos
solidos de saude.

Os custos com a técnica de IFD nao foram considerados pois sd0 0s mesmos
independentemente da técnica empregada.

O tempo decorrido no preparo das amostras foi determinado com o uso de
crondmetro calibrado. Todas as aliquotas processadas foram preparadas pela mesma
pessoa. A partir dos resultados individuais, foi obtida uma média por grupo e essas
medidas de tendéncia central foram comparadas.

Os riscos inerentes ao processamento das amostras em cada grupo foram
enumerados e classificados de acordo com diretrizes da Organizagdo Mundial de
Saude e Ministério da Saude (BRASIL, 2006; BRASIL, 2010; WHO, 2014d).

A andlise estatistica foi feita por testes de acuracia, com calculo de
sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e negativo do Grupo Teste
1 frente ao Grupo Controle 1 (padrdo ouro). Também foi realizada andlise de

concordancia Kappa entre os dois grupos.

3.3.1.2 Isolamento viral em cultivo celular por técnica de preparo das amostras
preconizada pelo Ministério da Saude vs. Isolamento viral em cultivo celular por

técnica modificada de preparo das amostras

Nesta fase do estudo, foram utilizadas as 20 amostras selecionadas na etapa
anterior e mais 380 amostras da rotina do Lacen-PR, num total de 400 amostras,
sendo:

- 86 positivas (79 de quirépteros, 3 de bovinos, 4 de camundongos);

- 314 negativas (224 de caninos, 50 de quirdpteros, 40 de felinos).

As amostras selecionadas foram divididas em duas aliquotas, sendo a

primeira processada de acordo com o preconizado pelo Ministério da Saude (Grupo
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Controle 2) e a segunda aliquota processada pelo preparo modificado (Grupo Teste
2) descrito no item 3.3.1.

Cada suspenséo contendo a aliquota ja preparada foi inoculada em linhagens
de células Neuro-2a, conforme protocolo da Organizagao Mundial de Saude (WHO,
1996) com pequenas modificagdes:

e Em placa de cultura celular de 96 pocos, foram diluidos 40 pL de

suspensao em triplicata, em 160 puL de Meio Minimo Essencial de Eagle (E-

MEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino.

e Em cada poco foram adicionados 100 pL de suspensdo de células

Neuro-2a em concentragdo prévia de 5 x 10° células/mL.

e Cada placa foi incubada a 37°C em estufa com 5% de CO:2por 96 horas.

e ApOs esse periodo, o meio foi removido e o material aderido ao fundo
dos pocos foi fixado com acetona 80% durante 15 minutos.

¢ Foi adicionado, entdo, o conjugado antirrabico tamponado e diluido, e
cada placa foi incubada a 37°C durante uma hora.

¢ Depois, cada placa foi lavada por imerséo trés vezes em PBS (pH 7,3)
e trés vezes em 4gua destilada.

¢ Foi adicionada, entéo, glicerina 10% aos pocos e realizada leitura em
microscopio invertido de fluorescéncia.

¢ A amostra foi considerada positiva na presenca de uma ou mais células
infectadas detectadas por fluorescéncia, e negativa caso ndo houvesse

nenhuma célula infectada detectada por fluorescéncia (FIGURA 8).

FIGURA 8 - AMOSTRA DE ENCEFALO DE MORCEGO POSITIVA PARA RAIVA NO IVCC
FONTE: O autor (2015)
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O grupo controle e o grupo teste foram comparados em relagao a:

- Resultados das leituras em microscopia;

- Tempo decorrido entre o preparo das amostras até a obtencao da suspenséo
para inoculacao;

- Riscos ocupacionais observados durante 0s processos;

- Custos de insumos.

Os valores dos insumos empregados foram fornecidos pelo Lacen-PR ou por
meio de pesquisa de mercado, utilizando informagdes de cotagdes com empresas
nacionais especializadas no comércio desses produtos. Os valores obtidos foram
extrapolados proporcionalmente para o que seria consumido processando 3.200
amostras — a média anual do Lacen-PR numa série histérica de agosto de 2009 a
agosto de 2015.

Nao foram considerados os valores gastos com recursos humanos — numero
de pessoas necessarias, capacitagdes e treinamentos, horas trabalhadas, encargos
sociais, etc. Nao foram computados também os gastos com destinagao dos residuos
soélidos de saude.

Os custos com a técnica de IFD ndo foram considerados pois sdo 0s mesmos
independentemente da técnica empregada.

O tempo decorrido no preparo das amostras foi determinado com o uso de
crondmetro calibrado. Todas as aliquotas processadas foram preparadas pela mesma
pessoa. A partir dos resultados individuais, foi obtida uma média por grupo e essas
medidas de tendéncia central foram comparadas.

Os riscos inerentes ao processamento das amostras em cada grupo foram
enumerados e classificados de acordo com diretrizes da Organizacdo Mundial de
Saude e Ministério da Saude (BRASIL, 2006; BRASIL, 2010; WHO, 2014d).

A analise estatistica foi feita por testes de acuracia, com calculo de
sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e negativo do Grupo Teste 2
frente ao Grupo Controle 2 (padrdo ouro). Também foi realizada analise de

concordancia Kappa entre os dois grupos.
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3.3.2 Substituicdo do isolamento viral em camundongos pelo isolamento viral em
cultivo celular (IVCC)

A prova padrdo ouro preconizada pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2008a)
para o diagnostico da raiva animal € a prova biolégica, em que, para cada amostra
suspeita, cerca de 6 a 8 camundongos sofrem inoculagao intracerebral de suspenséao
contendo a amostra, e ficam em observagao por 21 a 30 dias, em busca de sinais da
doenca. Os animais que desenvolverem sinais antes do término do periodo séo
criteriosamente avaliados e submetidos a eutanasia. Posteriormente, seus fragmentos
de tecido de SNC sado testados em IFD confirmatéria. Os animais que né&o
desenvolvem alteragdes até o fim do periodo de observagao indicam que a respectiva
amostra é negativa para raiva e sdo, entdo, submetidos a eutanasia.

Ja o IVCC consiste na inoculagado da suspensdo de amostra em placas de
cultivo celular contendo células Neuro-2a, incubagao das placas por 96h, posterior
preparo e leitura das placas em microscopio invertido de fluorescéncia, como descrito
no item 3.3.1.2.

Neste segmento da pesquisa, a proposta foi de comparar as técnicas de

isolamento viral em camundongos e isolamento viral em cultivo celular (FIGURA 9).

VSR - 30 dias observacdo - Eutanasia - D

Sobrenadante > ; ;s
camundongo confirmatdria

Isolamento viral em cultivo celular

Inoculacdo em
cultivo celular

Sobrenadante - - 96 horas estufa - Leitura IFD

FIGURA 9 — REPRESENTAGCAO DA SUBSTITUICAO DO ISOLAMENTO VIRAL EM CAMUNDONGOS
PELO ISOLAMENTO VIRAL EM CULTIVO CELULAR PARA O DIAGNOSTICO DA RAIVA
EM AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS

FONTE: O autor (2015)
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Para as anadlises neste estudo, foram empregadas amostras de rotina
sabidamente positivas ou negativas, e previamente processadas no Lacen-PR de
acordo com a metodologia recomendada pelo Ministério da Saude.

Nesta fase, foram feitas duas comparacées:

12) Isolamento viral em camundongos por técnica de preparo das amostras
preconizada pelo Ministério da Saude vs. Isolamento viral em cultivo celular por
técnica de preparo das amostras preconizada pelo Ministério da Saude; e

22) Isolamento viral em camundongos por técnica modificada de preparo das
amostras vs. Isolamento viral em cultivo celular por técnica modificada de preparo das

amostras.

3.3.2.1 Isolamento viral em camundongos por técnica de preparo das amostras
preconizada pelo Ministério da Saude vs. Isolamento viral em cultivo celular por

técnica de preparo das amostras preconizada pelo Ministério da Saude

Nesta etapa do estudo, foram utilizadas as amostras da etapa anterior, sendo:
- 86 positivas (79 de quirépteros, 3 de bovinos, 4 de camundongos);

- 314 negativas (224 de caninos, 50 de quirdpteros, 40 de felinos).

As amostras selecionadas foram preparadas de acordo com o preconizado
pelo Ministério da Saude e a suspensao obtida foi fracionada em duas aliquotas: a
primeira como parte da rotina de diagnodstico do Lacen-PR e foi utilizada para
inoculagdo em camundongos (Grupo Controle 3) e a segunda foi destinada para
inoculagao em cultivo celular (Grupo Teste 3).

Foi comparado entre os grupos:

- Resultados obtidos em ambas as metodologias;

- Tempo decorrido desde a inoculacao até a obtencédo do resultado;

- Riscos ocupacionais observados durante 0s processos;

- Andlise de bem-estar animal;

- Avaliacao bioética das técnicas;

- Custos de insumos;

- Custos de equipamentos para implantacdo das técnicas.
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Os valores dos equipamentos e insumos empregados foram fornecidos pelo
Lacen-PR ou por meio de pesquisa de mercado, utilizando informagdes de cotacdes
com empresas nacionais especializadas no comércio desses produtos. Os valores
obtidos foram extrapolados proporcionalmente para o que seria consumido
processando 3.200 amostras — a média anual do Lacen-PR numa série histérica de
agosto de 2009 a agosto de 2015.

Nao foram considerados os valores gastos com recursos humanos — numero
de pessoas necessarias, capacitagdes e treinamentos, horas trabalhadas, encargos
sociais, etc. Nao foram computados também os gastos com destinagédo dos residuos
soélidos de saude.

Os custos com a técnica de IFD nao foram considerados pois sd0 0S mesmos
independentemente da técnica empregada.

O tempo decorrido entre a inoculacao e obtencéo dos resultados foi calculado
em dias e horas, conforme registro em planilhas de inoculagéo. Todas as amostras
foram processadas pela mesma pessoa.

Os riscos ocupacionais inerentes as técnicas aplicadas em cada grupo foram
enumerados e classificados de acordo com diretrizes da Organizagdo Mundial de
Saude e Ministério da Saude (BRASIL, 2006; BRASIL, 2010; WHO, 2014d).

A analise de bem-estar animal foi baseada no principio das Cinco Liberdades,
a saber: Liberdade Nutricional, Liberdade Sanitaria, Liberdade Ambiental, Liberdade
Comportamental e Liberdade Psicolégica (BROOM; FRASER, 2010).

A avaliacéo bioética sobre as técnicas foi realizada considerando a legislacéo
vigente e diretrizes nacionais e internacionais referentes ao uso de animais.

A analise estatistica foi feita por testes de acuracia, com calculo de
sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e negativo do Grupo Teste 3
frente ao Grupo Controle 3 (padrdo ouro). Também foi realizada anadlise de

concordancia Kappa entre os dois grupos.
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3.3.2.2 Isolamento viral em camundongos por técnica modificada de preparo das
amostras vs. Isolamento viral em cultivo celular por técnica modificada de preparo

das amostras

Nesta etapa da pesquisa, foi realizada comparacédo entre o Grupo Teste 1 e
um subconjunto do Grupo Teste 2 (0 Grupo Teste 4), composto somente pelas 20
amostras utilizadas no Grupo Teste 1.

Em ambos os grupos, todas as 20 amostras foram preparadas pela técnica
modificada de preparo de amostras e posteriormente fracionadas em duas aliquotas,
sendo a primeira inoculada em camundongos (Grupo Teste 1) e a segunda aliquota
inoculada em cultivo celular (Grupo Teste 4).

Foram comparados entre os grupos:

- Resultados obtidos em ambas as metodologias;

- Tempo decorrido desde a inoculacao até a obtencédo do resultado;

- Riscos ocupacionais observados durante 0s processos;

- Analise de bem-estar animal;

- Avaliagdo bioética das técnicas;

- Custos de insumos;

- Custos de equipamentos para implantacao das técnicas.

Os valores dos equipamentos e insumos empregados foram fornecidos pelo
Lacen-PR ou por meio de pesquisa de mercado, utilizando informacdes de cotagdes
com empresas nacionais especializadas no comércio desses produtos. Os valores
obtidos foram extrapolados proporcionalmente para o que seria consumido
processando 3.200 amostras — a média anual do Lacen-PR numa série histérica de
agosto de 2009 a agosto de 2015.

Nao foram considerados os valores gastos com recursos humanos — niumero
de pessoas necessarias, capacitagdes e treinamentos, horas trabalhadas, encargos
sociais, etc. Nao foram computados também os gastos com destinagéao dos residuos
sélidos de saude.

Os custos com a técnica de IFD nao foram considerados pois sd0 0S mesmos

independentemente da técnica empregada.
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O tempo decorrido entre a inoculacao e obtencdo dos resultados foi calculado
em dias e horas, conforme registro em planilhas de inoculagéo. Todas as amostras
foram processadas pela mesma pessoa.

Os riscos inerentes as técnicas aplicadas em cada grupo foram enumerados
e classificados de acordo com diretrizes da Organizacdo Mundial de Saude e
Ministério da Saude (BRASIL, 2006; BRASIL, 2010; WHO, 2014d).

A analise de bem-estar animal foi baseada no principio das Cinco Liberdades,
a saber: Liberdade Nutricional, Liberdade Sanitaria, Liberdade Ambiental, Liberdade
Comportamental e Liberdade Psicolégica (BROOM; FRASER, 2010).

A avaliacéo bioética sobre as técnicas foi realizada considerando a legislacéo
vigente e diretrizes nacionais e internacionais referentes ao uso de animais.

A analise estatistica foi feita pela analise de concordancia Kappa entre o

Grupo Teste 4 e o Grupo Teste 1.

3.4 PARCERIAS

As propostas apresentadas no presente projeto foram oriundas de demandas
do Lacen-PR - laboratério de referéncia para diagndstico da raiva na area de saude
publica no estado do Parana. Neste sentido, foram almejadas inovagdes tecnoldgicas,
avangos em biosseguranga e respeito as praticas de bioética e bem-estar animal. Para
tanto, o estudo contou com apoio financeiro e logistico do Lacen-PR no que se referiu
ao fornecimento de amostras e insumos, uso de equipamentos e estrutura laboratorial,
treinamentos realizados tanto no proprio local quanto no Instituto Pasteur de Séao
Paulo, bem como ao fornecimento de informacgdes sobre custos de insumos e

equipamentos.

3.5 ASPECTOS ETICOS NA PESQUISA COM O USO DE ANIMAIS

Os camundongos utilizados nos grupos controle faziam parte da rotina de
diagnostico do Lacen-PR e seriam inoculados independentemente deste estudo.
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Na etapa do estudo em que foram comparados o isolamento viral em
camundongos por técnica de preparo das amostras preconizada pelo Ministério da
Saude com o isolamento viral em camundongos por técnica modificada de preparo
das amostras, e na etapa em que foi comparado o isolamento viral em camundongos
com o IVCC por técnica modificada foram utilizados animais além dos previstos na
rotina do laboratorio, sendo obrigatéria a aprovagéo de uma comissao de ética no uso
de animais em pesquisa para sua realizagao.

Foram processadas 20 amostras nessas fases do experimento. Para cada
amostra, foram utilizados 6 camundongos, totalizando 120 animais.

O projeto passou por apreciacéo da Comissao de Etica para o Uso de Animais
do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO —
UFPR), sendo aprovado em 10 de fevereiro de 2015, sob certificado n° 862 (ANEXO

1).

3.6 VARIAVEIS E COLETA DE DADOS

As amostras utilizadas no presente estudo eram provenientes de fragmentos
de encéfalo de animais de diversas espécies do estado do Parana, enviadas ao
Lacen-PR como parte do Programa Nacional de Controle da Raiva/ MS.

A excecdo dos camundongos — que foram utilizados para producdo de virus
“fixo” e analise como controles — as demais espécies envolvidas no experimento
(canina, felina, bovina e quiréptero) fazem parte da vigilancia da raiva e, portanto, suas
amostras foram coletadas pelas vigilancias municipais, conforme os critérios do
Programa Nacional de Controle da Raiva, e enviadas ao Lacen-PR.

Nao foram obtidas informacdes fidedignas sobre idade, peso, sexo e historico
clinico dos animais envolvidos no estudo.

Pela natureza das amostras (fragmentos de encéfalo), considerou-se que
todas as coletas foram realizadas post mortem, porém, ndo se pode afirmar com
precisao se os animais foram encontrados mortos ou foram submetidos a eutanasia.

As amostras foram conservadas durante o transporte em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel, mantendo-se refrigeradas até o momento do exame.

N&ao foram utilizadas amostras malconservadas ou autolisadas.
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Em relagdo a prova biolégica, os animais utilizados no estudo para a
inoculagao intracerebral eram todos camundongos da espécie Mus musculus, albino
suico, de 21 dias de idade, género masculino ou feminino, desmamados, com peso
entre 11g e 14g, sem sinais de comorbidades, ou seja, livres de patdgenos especificos
e fornecidos pelo biotério do Instituto de Tecnologia do Parana/ Tecpar.

Foram excluidos da pesquisa os camundongos que apresentaram inicio de
alteragbes clinicas entre 24h e 48h apds a inoculagao intracerebral, pois
manifestagdes precoces de sinais neurolégicos podem estar relacionadas a outros
fatores, como trauma, impericia na técnica de inoculagcdo ou contaminacéo bacteriana
(BOURHY; SUREAU; TORDO, 1990).

O mesmo profissional executou todas as técnicas analisadas em cada etapa

do estudo.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizados testes de acuracia e concordancia Kappa segundo
Medronho (2002).

Para os testes de acuracia, em cada etapa do estudo foi montada uma tabela
2x2, possibilitando os célculos de sensibilidade, especificidade e valores preditivos
positivo e negativo (FIGURA 10).

TESTE PADRAO OURO

Positivos Megativos
TESTE  Positivos A c
NOVO  Megativos B D

FIGURA 10 — MODELO DE TABELA 2X2 PARA TESTES DE ACURACIA
FONTE: O autor (2015)

Utilizando essa tabela 2x2, a sensibilidade (S) é dada pela equacgao:
S=A/(A+B) (2)

A especificidade (E) é:
E=D/(C+D) (3)



O valor preditivo positivo (VPP) é:

VPP = A/ (A+C)

O valor preditivo negativo (VPN) é:

VPN = D/ (B+D)

A acurécia (Ac) do teste é:

Ac = (A+D) / (A+B+C+D)
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(4)

®)

(6)

Para a analise de concordancia Kappa (k), foi utilizada a mesma tabela 2x2

da FIGURA 10. O indice Kappa foi calculado da seguinte forma:

k = (Po—Pe)/ (1 —Pe)

Em que:

Po = (A+D) / (A+B+C+D)

(7)

(8)

Pe = [ (A+C) (A+D) ] + [ (B+D) (C+D) ]/ (A+B+C+D)? 9)

Foi calculado o indice Kappa para cada etapa do estudo e utilizada a escala
de concordancia de Landis e Koch, 1977 (FIGURA 11):

Kappa

Concordancia

0,00
0,00-0,20
0,21-0,40
0,41-0,60
0,61-0,80
0,81-0,99
1,00

Nenhuma
Fraca
Sofrivel
Reqgular
Boa
Otima
Perfeita

FIGURA 11 — ESCALA DE CONCORDANCIA KAPPA
FONTE: LANDIS e KOCH (1977) - Modificado pelo autor (2015)
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Para melhor entendimento das analises, o estudo foi dividido didaticamente

em duas macro-intervencdes e respectivas subdivisbes, conforme a FIGURA 12.

MODIFICAGCAQ DO
PREPARO DE
AMOSTRAS

SUBSTITUICAO DE
CAMUNDONGOS POR
CULTIVO CELULAR

MACRO-INTERVENGAOQ

—_—

—_—

o

SUBDIVISAO DO EXPERIMENTO

Isolamento viral em camundongos por técnica
de preparo das amostras preconizada pelo
Ministério da Saude vs. Isolamento viral em
camundongos por técnica modificada

de preparo das amostras

Isolamento viral em cultivo celular por técnica
de preparo das amostras preconizada pelo
Ministério da Saude vs. Isolamento viral em
cultivo celular por técnica modificada

de preparo das amostras

Isolamento viral em camundongos por técnica
de preparo das amostras preconizada pelo
Ministério da Saude vs. Isolamento viral em
cultivo celular por técnica de preparo das
amostras preconizada pelo Ministério da
Salde

Isolamento viral em camundongos por técnica
modificada de preparo das amostras vs.
Isolamento viral em cultivo celular por técnica
maodificada de preparo das amostras

FIGURA 12 — MACRO-INTERVENCOES E SUBDIVISOES DO EXPERIMENTO DE COMPARAGCAO
DE TECNICAS DIAGNOSTICAS PARA RAIVA EM AMOSTRAS DE ENCEFALO DE

ANIMAIS (PARANA)

FONTE: O autor (2015)

4.1 ANALISE DE RESULTADOS DA SUBDIVISAQ |

Nesta fase, foram utilizadas 20 amostras, cada uma fracionada em duas

aliquotas, sendo a primeira processada na rotina do laboratério pela prova padréo
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ouro, de acordo com o preconizado pelo Ministério da Saude (Grupo Controle 1) e a
segunda aliquota processada pelo preparo modificado de amostras (Grupo Teste 1).
Nos dois grupos, as amostras foram inoculadas em camundongos albinos suicos.

Ambos os grupos obtiveram os mesmos resultados para todas as amostras,
resultando na tabela abaixo (TABELA 1):

TABELA 1 — RESULTADOS DO GRUPO TESTE 1 FRENTE AO GRUPO CONTROLE 1 DO

EXPERIMENTO DE COMPARACAO DE TECNICAS DIAGNOSTICAS PARA RAIVA EM
AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS, ESTADO DO PARANA

GRUPO CONTROLE 1

Positivos Negativos
GRUPO  Positivos 15 0
TESTE1 Negativos 0 &)

FONTE: O autor (2015)

Com esses resultados, sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivo e negativo, e acuracia foram de 100%, indicando que a nova metodologia de
preparo das amostras foi capaz de produzir os mesmos resultados que a
recomendada pelo Ministério da Saude para isolamento viral em camundongos, ou
seja, ndo ha diferenca estatistica entre as técnicas quanto a acuracia dos testes.

O indice de concordancia Kappa (K = 1,00) foi perfeito, indicando que a nova
metodologia é perfeitamente confiavel e 100% concordante com a padréo ouro.

Foi também avaliado o tempo dispendido no preparo das amostras de cada
grupo (GRAFICO 1).
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=== GRUPO CONTROLE1  -—-@=GRUPO TESTE 1

GRAFICO 1 — TEMPO DE PREPARO DE AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS PARA

DIAGNOSTIQO DA RAIVA, GRUPO CONTROLE 1 E GRUPO TESTE 1, ESTADO
DO PARANA

FONTE: O autor (2015)
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A média de tempo de preparo das amostras no Grupo Controle 1 foi de
05minl4s, com tempo méaximo de 06min23s e minimo de 04min31s. Ja no Grupo
Teste 1, a média foi de 26s, com tempo maximo de 32s e minimo de 21s. Em média,
o tempo de preparo no Grupo Teste 1 foi 04min48s menor que no Grupo Controle 1.
O tempo total dispendido para o preparo das 20 amostras no Grupo Controle 1 foi de
01h44min34s, no Grupo Teste 1 foi de 08min31s.

Considerando-se que, diariamente, o Lacen-PR processa em meédia 15
amostras para o diagnostico da raiva, a nova metodologia reduziria o tempo de
preparo do total de amostras em mais de uma hora por dia.

Em relacdo a biosseguranca, um dos pontos criticos em laboratérios de
virologia da raiva € a etapa de preparo das amostras que, mesmo realizada dentro de
cabine de seguranca biologica, oferece grandes riscos ao profissional envolvido pela
formacao de aerossobis que podem carrear altas cargas virais do RABV. No Grupo
Teste 1, a amostra, assim que fracionada, foi imediatamente colocada em tubo tipo
Falcon® e fechada com tampa de rosca. Todo o processo homogeneizacdo da
amostra ocorreu no interior do tubo fechado, reduzindo drasticamente os riscos em
termos de biosseguranca.

Quanto aos custos, foram arrolados todos os insumos utilizados para o
processamento de uma amostra e feita extrapolacao para um total de 3.200 amostras
— a média anual do Lacen-PR. Foram contabilizados os insumos utilizados para
processamento de amostras do Grupo Controle 1 (TABELA 2) e os insumos utilizados
para o Grupo Teste 1 (TABELA 3). Os equipamentos utilizados sdo 0s mesmos em
ambos 0s grupos e, portanto, ndo foram cotados para a comparacéo de custos.

No Grupo Controle 1, o valor total dos insumos calculados para o
processamento de 3.200 amostras ao ano foi de R$ 272.319,90. O custo por amostra
seria de R$ 85,10. Ja no Grupo Teste 1, o valor total seria de R$ 252.876,22, custando
R$ 79,02 por amostra — uma reducao de 8% nos custos por amostra.

Em sintese, os resultados sugerem que a modificacdo da técnica de preparo
de amostras conforme o descrito nesta etapa poderia levar a reducéo do tempo de
preparo de amostras (em media, reducdo de cerca de 5min por amostra e mais de
uma hora por dia), a diminuicdo dos gastos com insumos (8% a menos) e a melhoria
das condicdes de biosseguranca por reduzir drasticamente, sendo, anular 0s riscos
biolégicos de inalacdo de aerossoOis carregados de particulas virais, tudo isso

mantendo a mesma qualidade de desempenho e acuracia.
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TABELA 2 - CUSTOS DE INSUMOS PARA REALIZAGAO DO ISOLAMENTO VIRAL EM

CAMUNDONGOS PARA 3.200 AMOSTRAS DE ENCEFALQ DE ANIMAIS DO
ESTADO DO PARANA, CONFORME PROTOCOLO DO MINISTERIO DA SAUDE

ITEM DESCRICAO U\l\/lﬁ'LAORRIO QUANT. \'I/'él'_l'iﬁ

Abaixador de lingua 100 unidades R$ 3,30 67 R$ 221,10
Acetona P.A. 1L R$ 70,00 1 R$ 70,00
Alcool liquido 70° 1L R$4,49| 208 R$ 933,92
Algod&o 500 g R$10,70| 12 R$ 128,40
Avental de tecido unidade R$ 50,00 9 R$ 450,00
Camundongo albino suico unidade R$8,00| 26968 | R$ 215.744,00
Caneta de tinta indelével unidade R$ 3,30 5 R$ 16,50
Carga de cilindro de CO, 25 kg unidade R$ 160,00 2 R$ 320,00
Cepilho de madeira 15 Kg R$ 30,00 450 R$ 13.500,00
Cracha com presilha 100 unidades R$ 71,42 5 R$ 357,10
Detergente neutro 5L R$ 21,20 10 R$ 212,00
Fita para autoclave em rolo unidade R$ 9,00 10 R$ 90,00
Gaze 500 unidades R$ 25,60 36 R$ 921,60
Glicerina 100 mL R$ 200,00 1 R$ 200,00
Gorro descartavel 100 unidades R$ 9,00 6 R$ 54,00
Gral e pistilo plasticos unidade R$4,61| 3350 R$ 15.443,50
Hipoclorito de sédio 10% 5L R$ 17,50 10 R$ 175,00
Lamina para microscopia 50 unidades R$ 50,00 R$ 100,00
Laminula para microscopia 100 unidades R$ 6,00 1 R$ 6,00
Luvas de procedimento néo cirlrgico 100 unidades R$ 18,28 60 R$ 1.096,80
Méscara descartavel 100 unidades R$ 10,00 3 R$ 30,00
Oculos de protecéo unidade R$ 3,00 6 R$ 18,00
Papel toalha 1250 unidades | R$ 21,30 24 R$ 511,20
Pipeta sorolégica 1 mL 50 unidades R$ 29,50 3 R$ 88,50
Pipeta sorologica 5 mL 50 unidades R$ 39,00 2 R$ 78,00
Placa de Petri descartavel 10 unidades R$9,00| 335 R$ 3.015,00
Propé® 100 unidades R$ 20,00 12 R$ 240,00
Racéo para camundongos 20 Kg R$ 78,80 170 R$ 13.396,00
Saco para autoclave 20 L 20 unidades R$ 29,17 6 R$ 175,02
Saco para autoclave 60 L 20 unidades R$ 58,26 6 R$ 349,56
Seringa agulhada 1 mL 100 unidades R$ 24,90 35 R$ 871,50
Seringa de 5 mL 100 unidades R$ 24,90 35 R$ 871,50
Solucéo salina 100 mL R$1,00| 140 R$ 140,00
Soro fetal bovino SFB 500 mL R$ 227,00 1 R$ 227,00
Sulfato de gentamicina 40mg/mL 1mL R$ 3,20 55 R$ 176,00
Tampéao PBS pH 7,5 20L R$ 216,70 1 R$ 216,70
Tubo tipo Falcon® 15 mL 50 unidades R$ 28,00 67 R$ 1.876,00

CUSTO TOTAL DE INSUMOS: | R$ 272.319,90

FONTE: O autor (2015)
NOTA: Cotacdes realizadas em agosto de 2015 com empresas nacionais especialistas no comércio de
insumos para laboratorios — sem concesséao de permisséo para divulgar a identificagdo das empresas
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TABELA 3 — CUSTOS DE INSUMOS PARA REALIZACAO DO ISOLAMENTO VIRAL EM

CAMUNDONGOS PARA 3.200 AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS DO

ESTADO DO PARANA, CONFORME PROTOCOLO MODIFICADO

ITEM DESCRICAO U\l\/lﬁ'LAORRIO QUANT. \'I/'él'_l'iﬁ

Abaixador de lingua 100 unidades R$ 3,30 67 R$ 221,10
Acetona P.A. 1L R$ 70,00 1 R$ 70,00
Alcool liquido 70° 1L R$4,49| 208 R$ 933,92
Algod&o 500 g R$10,70| 12 R$ 128,40
Avental de tecido unidade R$ 50,00 9 R$ 450,00
Camundongo albino suico unidade R$8,00| 26968 | R$ 215.744,00
Caneta de tinta indelével unidade R$ 3,30 5 R$ 16,50
Carga de cilindro de CO, 25 kg unidade R$ 160,00 2 R$ 320,00
Cepilho de madeira 15 Kg R$ 30,00 450 R$ 13.500,00
Cracha com presilha 100 unidades R$ 71,42 5 R$ 357,10
Detergente neutro 5L R$ 21,20 10 R$ 212,00
Fita para autoclave em rolo unidade R$ 9,00 6 R$ 54,00
Gaze 500 unidades R$ 25,60 36 R$ 921,60
Glicerina 100 mL R$ 200,00 1 R$ 200,00
Gorro descartavel 100 unidades R$ 9,00 R$ 54,00
Hipoclorito de sodio 10% 5L R$ 17,50 10 R$ 175,00
Lamina para microscopia 50 unidades R$ 50,00 R$ 100,00
Laminula para microscopia 100 unidades R$ 6,00 R$ 6,00
Luvas de procedimento ndo cirdrgico 100 unidades R$ 18,28 60 R$ 1.096,80
Méscara descartavel 100 unidades R$ 10,00 3 R$ 30,00
Oculos de protecéo unidade R$ 3,00 6 R$ 18,00
Papel toalha 1250 unidades | R$ 21,30 24 R$ 511,20
Pipeta sorologica 1 mL 50 unidades R$ 29,50 3 R$ 88,50
Pipeta sorolégica 5 mL 50 unidades R$ 39,00 3 R$ 117,00
Propé® 100 unidades R$ 20,00 12 R$ 240,00
Racéo para camundongos 20 Kg R$ 78,80 170 R$ 13.396,00
Saco para autoclave 20 L 20 unidades R$ 29,17 2 R$ 58,34
Saco para autoclave 60 L 20 unidades R$ 58,26 6 R$ 349,56
Seringa agulhada 1 mL 100 unidades R$ 24,90 35 R$ 871,50
Solucéo salina 100 mL R$1,00| 140 R$ 140,00
Soro fetal bovino SFB 500 mL R$ 227,00 1 R$ 227,00
Sulfato de gentamicina 40mg/mL 1mL R$ 3,20 55 R$ 176,00
Tampé&o PBS pH 7,5 20L R$ 216,70 1 R$ 216,70
Tubo tipo Falcon® de 15 mL 50 unidades R$ 28,00 67 R$ 1.876,00

CUSTO TOTAL DE INSUMOS: | R$ 252.876,22

FONTE: O autor (2015)
NOTA: Cotagdes realizadas em agosto de 2015 com empresas nacionais especialistas no comércio de
insumos para laboratérios — sem concessao de permissao para divulgar a identificagcdo das empresas
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4.2 ANALISE DE RESULTADOS DA SUBDIVISAQ I

Neste segmento da pesquisa, foram analisadas 400 amostras, cada uma
fracionada em duas aliquotas, sendo a primeira processada de acordo com o
preconizado pelo Ministério da Saude (Grupo Controle 2) e a segunda aliquota
processada pelo preparo modificado (Grupo Teste 2). Em ambos os grupos, as
amostras foram inoculadas em cultivo de linhagens de células Neuro-2a.

Os resultados obtidos para realizagdo dos célculos de acuracia do Grupo
Teste 2 estdo demonstrados na TABELA 4:

TABELA 4 — RESULTADOS DO GRUPO TESTE 2 FRENTE AO GRUPO CONTROLE 2 DO
EXPERIMENTO DE COMPARAGAO DE TECNICAS DIAGNOSTICAS PARA RAIVA EM
AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS, ESTADO DO PARANA

GRUPO CONTROLE 2

Positivos Negativos
GRUPO Positivos 86 0
TESTE2  Negativos 0 314

FONTE: O autor (2015)

Novamente, os resultados revelam sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivo e negativo, e acuracia de 100%, o que sugere nao haver diferencas
estatisticas entre empregar a técnica do Ministério da Saude ou a técnica modificada
para preparo de amostras no isolamento viral em cultivo celular.

O indice Kappa também foi de 1,00, indicando uma concordancia perfeita
entre os dois grupos.

Quanto ao tempo dispendido no preparo das amostras, foram obtidas as
curvas de disperséo dos dois grupos (GRAFICO 2).

Os resultados foram muito semelhantes aos encontrados na etapa anterior,
mesmo havendo uma diferenca amostral de 20 para 400 amostras.

A média de tempo de preparo para cada amostra no Grupo Controle 2 foi de
05minl2s, com tempo maximo de 06min26s e minimo de 04min21s. JA no Grupo
Teste 2, assim como na etapa anterior, a média foi de 26s, com tempo maximo de 34s
e minimo de 19s. Em média, o tempo de preparo no Grupo Teste 2 foi 04min46s menor
gue no Grupo Controle 2. O tempo total dispendido para o preparo das 400 amostras
no Grupo Controle 2 foi de 34h40min34s, no Grupo Teste 2 foi de 02h55min46s.
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GRAFICO 2 - TEMPO DE PREPARO DE AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS PARA
DIAGNOSTICO DA RAIVA, GRUPO CONTROLE 2 E GRUPO TESTE 2, ESTADO
DO PARANA

FONTE: O autor (2015)

Em relacdo a biosseguranca, foram constatados riscos no preparo de
amostras do Grupo Controle 2 da mesma forma que no Grupo Controle 1, pois em
ambos o preparo da amostra envolveu a trituragdo manual de fragmentos de tecido
nervoso potencialmente contaminados em gral e pistilo, proporcionando a formacao
de aerossobis capazes de carrear altas cargas virais do RABV. No Grupo Teste 2, bem
como no Grupo Teste 1, a amostra, assim que fracionada, foi imediatamente colocada
em tubo tipo Falcon® e fechada com tampa de rosca. Todo 0O processo
homogeneizagdo da amostra ocorreu no interior do tubo fechado, reduzindo
drasticamente os riscos em termos de biosseguranca.

Quanto aos custos envolvidos nas duas técnicas, foram arrolados todos os
insumos utilizados para o processamento de uma amostra e feita extrapolacéo para
um total de 3.200 amostras — a média anual do Lacen-PR. Foram contabilizados os
insumos utilizados para processamento de amostras do Grupo Controle 2 (TABELA
5) e os insumos utilizados para o Grupo Teste 2 (TABELA 6). Os equipamentos
utilizados séo os mesmos em ambos os grupos e, portanto, ndo foram cotados para a
comparacao de custos.

No Grupo Controle 2, o valor total dos insumos calculados para o

processamento de 3.200 amostras ao ano foi de R$ 36.833,95. O custo por amostra
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seria de R$ 11,51. J& no Grupo Teste 2, o valor total seria de R$ 17.349,93, custando
R$ 5,42 por amostra. Ou seja, 0 custo para 0 processamento de amostras no Grupo

Teste 2 foi cerca de 53% menor do que no Grupo Controle 2.

TABELA 5 — CUSTOS DE INSUMOS PARA REALIZAGAO DO ISOLAMENTO VIRAL EM CULTIVO
CELULAR PARA 3.200 AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS DO ESTADO DO

PARANA, CONFORME PROTOCOLO DO MINISTERIO DA SAUDE

ITEM DESCRICAO U\l\/I'IA'\I'Ij&ORRIO QUANT. \'I{gl'_l'gll?
Abaixadores de lingua 100 unidades R$ 3,30 67 R$ 221,10
Acetona P.A. 1L R$ 70,00 2 R$ 140,00
Alcool liquido 70° 1L R$ 4,49 52 R$ 233,48
Aminoacidos nédo essenciais 100 mL R$ 70,00 1 R$ 70,00
Avental de tecido unidade R$ 50,00 3 R$ 150,00
Azul de Evans 109 R$ 250,26 1 R$ 250,26
Bicarbonato de s6dio 1Kg R$ 137,00 1 R$ 137,00
Camara de Neubauer unidade R$ 66,41 1 R$ 66,41
Canaleta plastica 10 unidades R$ 11,00 10 R$ 110,00
Caneta de tinta indelével unidade R$ 3,30 5 R$ 16,50
Carga de cilindro de CO, 25 kg unidade R$ 160,00 4 R$ 640,00
DMSO (crioconservante) 50 mL R$ 18,50 1 R$ 18,50
Fita para autoclave em rolo unidade R$ 9,00 6 R$ 54,00
Garrafa para cultura celular 25 cm? 10 unidades R$ 26,68 43 R$ 1.147,24
Gaze 500 unidades R$ 25,60 20 R$ 512,00
Glicerina 100 mL R$ 200,00 1 R$ 200,00
Gorro descartavel 100 unidades R$ 9,00 3 R$ 27,00
Gral e pistilo plasticos unidade R$4,61| 3350 R$ 15.443,50
Hipoclorito de sadio 2,5% 1L R$ 5,50 52 R$ 286,00
Laminula para camara de Neubauer 10 unidades R$ 12,50 4 R$ 50,00
Luvas de procedimento nao cirlrgico | 100 unidades R$ 18,28 20 R$ 365,60
Meio de cultura E-MEM 1L R$ 8,90 20 R$ 178,00
Microtubo criogénico 2 mL 50 unidades R$ 79,50 1 R$ 79,50
Papel aluminio em rolo unidade R$ 3,00 6 R$ 18,00
Papel toalha 1250 unidades | R$ 21,30 12 R$ 255,60
Pipeta de Pasteur de 3 mL 100 unidades R$ 15,00 1 R$ 15,00
Pipeta sorolégica de 1 mL 50 unidades R$ 29,50 4 R$ 118,00
Pipeta sorolégica de 5 mL 50 unidades R$ 39,00 32 R$ 1.248,00
Pipeta sorolégica de 10 mL 100 unidades R$ 82,00 9 R$ 738,00
Pipeta sorolégica de 25 mL 100 unidades | R$ 169,00 10 R$ 1.690,00
Placa de petri descartavel 10 unidades R$ 9,00 335 R$ 3.015,00
Placa para cultura celular ¢/ 96 pocos unidade R$ 5,40 133 R$ 718,20
Ponteira universal 2-200 pL 1000 unidades | R$ 12,42 40 R$ 496,80
Propé® 100 unidades R$ 20,00 6 R$ 120,00

Continua



TABELA 5 — CUSTOS DE INSUMOS PARA REALIZACAO DO ISOLAMENTO VIRAL EM
CULTIVO CELULAR PARA 3.200 AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS DO
ESTADO DO PARANA, CONFORME PROTOCOLO DO MINISTERIO DA SAUDE

conclusado

~ VALOR VALOR

ITEM DESCRICAO UNITARIO QUANT. TOTAL
Saco para autoclave 20 L 20 unidades R$ 29,17 8 R$ 233,36
Seringa de 5 mL 100 unidades R$ 24,90 35 R$ 871,50
f;fj;na de membrana filtrante a 12 unidades | R$ 457,00 5 R$ 2.285,00
Solucéo salina 100 mL R$1,00| 500 R$ 500,00
Soro fetal bovino SFB 500 mL R$ 227,00 5 R$ 1.135,00
Sulfato de gentamicina 40 mg/mL 1mL R$ 3,20 55 R$ 176,00
Tampéo PBS pH 7,3 20L R$ 216,70 2 R$ 433,40
Tripsina 0,25% EDTA 500 mL R$ 165,00 3 R$ 495,00
Tubo tipo Falcon® de 15 mL 50U R$ 28,00 67 R$ 1.876,00
CUSTO TOTAL DE INSUMOS: | R$ 36.833,95

FONTE: O autor (2015)
NOTA: Cotagdes realizadas em agosto de 2015 com empresas nacionais especialistas no comércio de
insumos para laboratérios — sem concessao de permissao para divulgar a identificagdo das empresas
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TABELA 6 - CUSTOS DE INSUMOS PARA REALIZAGAO DO ISOLAMENTO VIRAL EM CULTIVO

CELULAR PARA 3.200 AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS DO ESTADO DO
PARANA, CONFORME PROTOCOLO MODIFICADO

ITEM DESCRIGAO | JAEOR | QuanT. | YALOR
Abaixadores de lingua 100 unidades R$ 3,30 67 R$ 221,10
Acetona P.A. 1L R$ 70,00 2 R$ 140,00
Alcool liquido 70° 1L R$ 4,49 52 R$ 233,48
Aminoacidos nédo essenciais 100 mL R$ 70,00 1 R$ 70,00
Avental de tecido unidade R$ 50,00 3 R$ 150,00
Azul de Evans 10g R$ 250,26 1 R$ 250,26
Bicarbonato de sodio 1Kg R$ 137,00 1 R$ 137,00
Camara de Neubauer unidade R$ 66,41 1 R$ 66,41
Canaleta plastica 10 unidades R$ 11,00 10 R$ 110,00
Caneta de tinta indelével unidade R$ 3,30 5 R$ 16,50
Carga de cilindro de CO, 25 kg unidade R$ 160,00 4 R$ 640,00
DMSO (crioconservante) 50 mL R$ 18,50 1 R$ 18,50
Fita para autoclave em rolo unidade R$ 9,00 4 R$ 36,00
Garrafa para cultura celular 25 cm? 10 unidades R$ 26,68 43 R$ 1.147,24
Gaze 500 unidades R$ 25,60 20 R$ 512,00
Glicerina 100 mL R$ 200,00 1 R$ 200,00
Gorro descartavel 100 unidades R$ 9,00 3 R$ 27,00
Hipoclorito de sadio 2,5% 1L R$ 5,50 52 R$ 286,00
Laminula para camara de Neubauer 10 unidades R$ 12,50 4 R$ 50,00
Luvas de procedimento ndo cirdrgico 100 unidades R$ 18,28 20 R$ 365,60

Continua



TABELAG6 - CUSTOS DE INSUMOS PARA REALIZAGAO DO ISOLAMENTO VIRAL EM CULTIVO
CELULAR PARA 3.200 AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS DO ESTADO DO
PARANA, CONFORME PROTOCOLO MODIFICADO

conclusado
ITEM DESCRICAO U\l\/lf"I'LAORRIO QUANT. \'I/'gl'_l'iﬁ

Meio de cultura E-MEM 1L R$ 8,90 20 R$ 178,00
Microtubo criogénico 2 mL 50 unidades R$ 79,50 1 R$ 79,50
Papel aluminio em rolo unidade R$ 3,00 R$ 18,00
Papel toalha 1250 unidades | R$ 21,30 12 R$ 255,60
Pipeta de Pasteur de 3 mL 100 unidades R$ 15,00 1 R$ 15,00
Pipeta soroldgica de 1 mL 50 unidades R$ 29,50 R$ 118,00
Pipeta sorolégica de 5 mL 50 unidades R$ 39,00 33 R$ 1.287,00
Pipeta soroldgica de 10 mL 100 unidades R$ 82,00 9 R$ 738,00
Pipeta sorolégica de 25 mL 100 unidades | R$ 169,00 10 R$ 1.690,00
Placa para cultura celular ¢/ 96 pogos unidade R$5,40| 133 R$ 718,20
Ponteira universal 2-200 pL 1000 unidades | R$ 12,42 40 R$ 496,80
Propé® 100 unidades R$ 20,00 6 R$ 120,00
Saco para autoclave 20 L 20 unidades R$ 29,17 2 R$ 58,34
Sistema de membrana filtrante a vacuo | 12 unidades | R$ 457,00 5 R$ 2.285,00
Solucéo salina 100 mL R$1,00| 500 R$ 500,00
Soro fetal bovino SFB 500 mL R$ 227,00 5 R$ 1.135,00
Sulfato de gentamicina 40 mg/mL 1mL R$ 3,20 55 R$ 176,00
Tampéo PBS pH 7,3 20L R$ 216,70 2 R$ 433,40
Tripsina 0,25% EDTA 500 mL R$ 165,00 3 R$ 495,00
Tubo tipo Falcon® 50 unidades R$ 28,00 67 R$ 1.876,00
CUSTO TOTAL DE INSUMOS: | R$17.349,93

FONTE: O autor (2015)
NOTA: Cotacdes realizadas em agosto de 2015 com empresas nacionais especialistas no comércio de
insumos para laboratérios — sem concessao de permissao para divulgar a identificacdo das empresas

Os resultados desta fase do estudo indicam que a modificacdo da técnica de
preparo de amostras para o isolamento viral em cultivo celular poderia levar a reducéo
do tempo de preparo de amostras (quase 5min por amostra em média) quando
comparada com o isolamento viral em cultivo celular realizado pela técnica de preparo
de amostras preconizada pelo Ministério da Saude, mantendo a mesma qualidade de
desempenho e acuracia.

Observou-se, também, potencial de diminuicdo dos gastos com insumos
(cerca de 53% a menos no Grupo Teste 2 em relagdo ao Grupo Controle 2).

Ainda, o emprego da técnica modificada de preparo de amostras para
isolamento viral em cultivo celular pode resultar em melhorias em termos de
biosseguranga por reduzir drasticamente, sendo, anular os riscos biolégicos de

inalacdo de aerossois carregados de particulas virais.
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4.3 ANALISE DE RESULTADOS DA SUBDIVISAO llI

Neste segmento da pesquisa, foram analisadas 400 amostras, todas
preparadas conforme preconizado pelo Ministério da Saude e posteriormente
fracionadas em duas aliquotas — a primeira foi inoculada em camundongos na rotina
do laboratorio, considerada a prova padréo ouro (Grupo Controle 3), e a segunda
aliquota inoculada em cultivo de linhagens de células Neuro-2a (Grupo Teste 3).

Os resultados obtidos para realizagdo dos calculos de acuracia do Grupo
Teste 3 frente ao padréo ouro estdo demonstrados na TABELA 7:

TABELA 7 — RESULTADOS DO GRUPO TESTE 3 FRENTE AO GRUPO CONTROLE 3 DO
EXPERIMENTO DE COMPARAGAO DE TECNICAS DIAGNOSTICAS PARA RAIVA EM
AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS, ESTADO DO PARANA

GRUPO CONTROLE 3

Positivos Negativos
GRUPO Positivos 86 1
TESTE 3  Negativos 0 313

FONTE: O autor (2015)

Neste caso, a sensibilidade no Grupo Teste 3 foi de 100%. A especificidade
foi de 99,7%. O valor preditivo positivo foi de 98,9%. O valor preditivo negativo foi de
100%. A acuracia no Grupo Teste 3 frente ao Grupo Controle 3 foi de 99,8%.

Os indicadores de desempenho no Grupo Teste 3 revelaram que a técnica de
isolamento viral em cultivo celular para o diagndstico da raiva pode ser tdo acurada
quanto o isolamento viral pela inoculagdo em camundongos.

O indice Kappa foi de 0,985 — muito proximo a 1,00, que seria a concordancia
perfeita. Isso indica que ambos os testes tém uma concordancia étima e que o
isolamento viral em cultivo celular € uma prova téo confiavel quanto a prova padréao
ouro.

Uma amostra originaria de morcego, e que foi negativa na prova biolégica por
inoculagdo em camundongo, apresentou-se positiva no isolamento viral em cultivo
celular (FIGURA 13). Essa amostra foi inoculada repetidas vezes em cultivo celular e
foi positiva em todas as leituras. Repetiu-se, também, a IFD, que se manteve negativa.
Foi sugerido, entdo, o envio dessa amostra ao laboratério de referéncia nacional —
Instituto Pasteur de Sao Paulo — para estudos de biologia molecular, visando confirmar

ou descartar a amostra como positiva.
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FIGURA 13 — AMOSTRA DE ENCEFALO DE MORCEGO POSITIVA PARA RAIVA NO
ISOLAMENTO VIRAL EM CULTIVO CELULAR E NEGATIVA NO ISOLAMENTO
VIRAL EM CAMUNDONGOS, DO EXPERIMENTO DE COMPARA(;AO DE
TECNICAS DIAGNOSTICAS PARA RAIVA EM ANIMAIS, ESTADO DO PARANA
FONTE: O autor (2015)

A principio, essa amostra foi considerada um falso positivo, o que refletiu na
pequena diminuicdo da especificidade, valor preditivo positivo, acuracia e
concordancia Kappa do Grupo Teste 3 frente ao Grupo Controle 3.

Em relacdo ao tempo decorrido entre a inoculagéo e a obtencéo de resultados
nos dois grupos, todas as amostras do Grupo Teste 3 levaram 96h para estarem
prontas para leitura.

No Grupo Controle 3, todas as amostras negativas (314 amostras) levaram 30
dias desde a inoculacdo até a confirmacdo do diagndstico, pois 0s animais nao
adoeceram durante o periodo de observacao, que é de no maximo 30 dias, e foram
submetidos a eutandasia ao final do periodo observacédo. J4 as amostras positivas (86
amostras) apresentaram periodos diferentes até que os animais exibissem sinais
clinicos e fossem submetidos a eutanasia para realizacdo de IFD confirmatoria, com
média de 13 dias, maximo de 20 dias e minimo de 7 dias.

O periodo médio entre a inoculacdo e a obtencdo de resultados em todo o
Grupo Controle 3 foi de 26 dias, contra 96 horas (4 dias) no Grupo Teste 3, ou seja,
no Grupo Teste 3 o periodo médio foi de 22 dias a menos que no Grupo Controle 3.

Acerca dos riscos observados, um risco comum aos dois grupos é aquele ja
citado, inerente ao preparo de amostras da forma como € recomendada pelo Ministério

da Saude: risco biologico.
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No Grupo Controle 3, ainda foi possivel identificar outros riscos:

Para a inoculacdo em camundongos, faz-se necessario retirar a
suspensao ja preparada de dentro dos tubos de Falcon® com seringa
de 1 mL agulhada. Neste momento, existe a possibilidade de
inoculacdo acidental do técnico com a amostra suspeita, representando
riscos biolégico e de acidentes.

No momento da inoculacao intracerebral, o técnico faz a conten¢éo do
camundongo com uma das méaos e com a outra introduz a agulha no
cranio do animal, inoculando a suspensdo contendo a amostra
suspeita. O Ministério da Saude ndo preconiza que os camundongos
recebam analgésicos ou anestésicos antes do procedimento (BRASIL,
2008a) e eles, portanto, tentam fugir da contencdo. O animal pode
conseguir morder o técnico, bem como o técnico pode acidentalmente
se inocular pelo movimento brusco, representando risco biolégico e de
acidentes.

Durante as trocas das camas dos camundongos inoculados, os animais
séo removidos da gaiola suja para uma gaiola limpa. Neste momento,
podem ocorrer agressdes por mordedura, representando risco
biologico e de acidentes.

Ainda durante as trocas das camas, pode haver formacdo de névoas
de gases pela amodnia contida no cepilho impregnado por urina,
representando risco quimico. O préprio cepilho novo, ao ser colocado
nas gaiolas limpas, provoca suspensdo de particulas de serragem
irritantes quando inaladas, constituindo risco fisico.

Dentro do infectorio, uma grande quantidade de animais inoculados e,
portanto, potenciais transmissores da raiva, pode levar a formacao de
aerossOis contendo grande carga viral tal qual em ambientes de
cavernas, representando risco biolégico. Ainda, 0s exaustores
produzem ruidos altos e constantes, constituindo risco fisico.

No momento da eutanasia, em que se deve colocar os camundongos
dentro de camara de CO2, ha risco de acidentes ao manipular o0s
animais quando da sua remocéo para a camara. Ainda, o cilindro de

CO:z2 utilizado na eutanasia representa risco de explosao.
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e Tanto a inoculacdo como o procedimento de eutanasia séo fatores
psicologicos extremamente estressantes para 0 técnico envolvido,
riscos estes que podem afetar tanto a saude fisica quanto a mental do

trabalhador.

No Grupo Teste 3, foram observados 0s seguintes riscos:

e No momento da inoculagdo em cultivo celular, pode haver formacéo de
aerossoOis quando da manipulacdo das suspensdes contendo
amostras. O risco € bastante reduzido, jA que todo o processo é
realizado dentro de cabine de seguranca biolégica, porém, ainda
representa risco biolégico.

e A fixacdo das amostras nas placas, previamente a leitura em
microscopio, é feita com acetona. O procedimento ocorre dentro de

capela de seguranca quimica, porém, ainda representa risco quimico.

Vérios dos riscos observados no isolamento viral em camundongos s&o,
portanto, inerentes a prépria técnica, podendo ser anulados apenas com a mudanca
de metodologia de diagndstico. J& os riscos observados no isolamento viral em cultivo
celular podem facilmente ser prevenidos pelo uso correto dos equipamentos de
protecdo e de contencéo primaria e secundaria.

O diagndstico de bem-estar animal nesta fase, feito de acordo com As Cinco
Liberdades (FAWC, 2015), foi realizado pela observagdo acerca do provimento de
cada uma das cinco liberdades. Cada liberdade foi classificada ou como RESTRITA,
caso nao estivesse sendo provida, MODERADAMENTE RESTRITA, caso estivesse
sendo moderadamente provida, ou RESPEITADA, caso fosse plenamente provida.
Somente o Grupo Controle 3 foi avaliado (QUADRO 5), pois no Grupo Teste 3 ndo
houve uso de animais.

Foi observado que os camundongos recebiam alimentacéo e agua ad libitum,
com bebedouros limpos e racdo e agua trocados duas vezes por semana. Essas sao
condi¢cbes excelentes de bem-estar animal no que se refere a liberdade nutricional.
Essa liberdade, contudo, foi a Unica classificada como respeitada, uma vez que as

outras quatro nao foram sequer moderadamente respeitadas.
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A maior parte das restricdes as Liberdades, neste caso, € inerente a técnica
de isolamento viral pela inoculacao intracerebral em camundongos e somente poderia

ser evitada pela mudanca de metodologia para o diagndéstico da raiva no Lacen-PR.

LIBERDADES OBSERVAGOES DIAGNOSTICO
- Fornecimento de racéo e agua ad libitum;
Liberdade - Ragéo especifica para camundongos;
Nutricional - Limpeza e reabastecimento dos bebedouros, e RESPEITADA

troca da ragéo duas vezes por semana.
- Animais livres de patdgenos especificos;

- Porém, todos animais sédo inoculados com

Liberdade amostras suspeitas de raiva; RESTRITA
Sanitaria - Presenca diaria de médico veterinario, porém,

frente a alteracdes clinicas, somete realiza

eutandsia.

- Gaiolas de 30x20x13cm com 6 animais, durante
toda a vida do camundongo;

- lluminacgdo artificial ndo respeita o periodo de
12h acesa e 12h apagada; RESTRITA

- Grandes variacdes de temperatura e umidade;

- Ruido continuo dos exaustores, todos os dias,
durante toda a vida dos animais.

- Ambiente artificial e altamente restrito durante
toda a vida do animal,

Liberdade
Ambiental

- Convivio social pobre;

- Na&o hé estruturas para esconderijo e protecao
Liberdade contra ameacas externas nas gaiolas;

Comportamental |. Nzo ha espaco suficiente dentro das gaiolas
para separacao das &reas de repouso, auto
higiene, excretas e alimentacgéo;

- N&o ha ambiente para ser explorado, nem para
busca de alimentos.

- Animais perturbados pela presenca de
humanos, sem possibilidade de fuga ou
esconderijo; RESTRITA

- Sinais de desconforto psicolégico, como andar
em circulos, canibalismo, brigas.

RESTRITA

Liberdade
Psicoldgica

QUADRO 5 — DIAGNOSTICO DE BEM-ESTAR ANIMAL CONFORME AS CINCO LIBERDADES,
GRUPO CONTROLE 3 DO EXPERIMENTO DE COMPARACAO DE TECNICAS
DIAGNOSTICAS PARA RAIVA EM AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS,
ESTADO DO PARANA

FONTE: O autor (2015)

Um dos principios da bioética é de substituir, sempre que possivel, 0 uso de
animais em experimentacgao, seja por modelos artificiais, simulagbes de computador,
tecidos e cultivos celulares ou outros. A premissa disso ndo € apenas o bem-estar
animal, mas também a evolucdo tecnoldgica, que nos levaria a resultados mais

confiaveis e menos sensiveis a interferéncias indesejadas.
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Apébs as comparagdes entre Grupo Controle 3 e Grupo Teste 3, ficou evidente
ser possivel a substituicdo da técnica de isolamento viral em camundongos pelo
isolamento em cultivo celular, pois esta apresentou 6tima concordancia com o padrao
ouro, resultados em menor tempo e, principalmente, ndo fez o uso desnecessario de
animais.

Considerando-se que, no Lacen-PR, sdo analisadas anualmente 3.200
amostras para raiva em média e que, para cada amostra, sdo inoculados de 6 a 8
camundongos, sao utilizados cerca de 22.400 camundongos por ano. Existem
laboratérios centrais em todos os estados do Brasil e apenas o Instituto Pasteur de
Sao Paulo utiliza a metodologia de IVCC na rotina de diagnosticos da raiva em saude
publica, o que levanta questdes, especialmente, sobre os custos desta técnica pois,
se o0 IVCC tem o0 mesmo desempenho e acuracia que o isolamento em camundongos,
por que nao é amplamente empregada no pais?

Para tentar responder essa pergunta, nesta etapa da pesquisa foi realizado
estudo comparativo dos custos envolvidos nas duas técnicas. Foram arrolados todos
0s insumos utilizados para o processamento de uma amostra e feita extrapolacao para
um total de 3.200 amostras — a média anual do Lacen-PR. Também foram listados e
cotados todos os equipamentos utilizados em cada técnica, para uma avaliacdo
aproximada dos custos para implantacéo de cada uma.

O custo de insumos utilizados no isolamento viral em camundongos pela
técnica de preparo de amostras preconizada pelo Ministério da Saude esta
demonstrado na TABELA 2, com total de R$ 272.319,90 para 3.200 amostras, ou
R$85,10 por amostra.

O custo de insumos utilizados no isolamento viral em cultivo celular pela
técnica de preparo de amostras preconizada pelo Ministério da Salude esta
demonstrado na TABELA 5, com total de R$ 36.833,95 para 3.200 amostras, ou
R$11,51 por amostra.

Apenas comparando 0s custos com insumos, concluiu-se que o0s gastos no
isolamento viral em cultivo celular representaram somente 13,52% dos gastos com a
inoculacéo viral em camundongos — uma economia de 86,48%.

Os custos de equipamentos para implantacdo da técnica de isolamento viral
em camundongos sao demonstrados na TABELA 8 e os custos de equipamentos para
implantacdo da técnica de isolamento viral em cultivo celular sdo demonstrados na
TABELA 9.
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TABELA 8 — CUSTOS DE EQUIPAMENTOS E UTENSILIOS PARA IMPLANTAGCAO DA TECNICA
DE ISOLAMENTO VIRAL EM CAMUNDONGOS

VALOR VALOR
ITEM UNITARIO | QUANT | 1o7AL

Agitador de vartex R$ 399,00 1 R$ 399,00
Almotolia de 250 mL R$ 3,45 8 R$ 27,60
Autoclave 303 L (p/ gaiolas e bebedouros) R$ 57.212,00 1 R$ 57.212,00
Autoclave 75 L (p/ cepilho e carcacas) R$ 7.752,00 1 R$ 7.752,00
Balanca semi-analitica R$ 2.932,00 1 R$ 2.932,00
Bancada de a¢o inox com pia R$ 2.350,00 2 R$ 4.700,00
Banqueta para laboratério R$ 190,00 2 R$ 380,00
Becker graduado de 1000 mL R$ 21,00 2 R$ 42,00
Cabo de bisturi R$ 8,98 2 R$ 17,96
Cabine de segurancga biolégica R$ 48.560,00 1 R$ 48.560,00
Cabine para raspagem de gaiolas e troca de R$ 32.000,00 1 R$ 32.000,00
camundongos
Calculadora R$ 5,00 1 R$ 5,00
Camara cientifica 2°C a 8°C R$ 23.600,00 2 R$ 47.200,00
Camara cientifica -30°C +10°C R$ 22.247,00 2 R$ 44.494,00
Céamara cientifica -80 °C R$ 23.800,00 1 R$ 23.800,00
Camara de CO, para eutanasia + conexdes R$ 855,00 1 R$ 855,00
Carrinho de aco R$ 230,00 1 R$ 230,00
Centrifuga refrigerada R$ 3.990,00 1 R$ 3.990,00
Despertador de bancada R$ 7,00 1 R$ 7,00
Escova para limpeza das gaiolas R$ 8,55 4 R$ 34,20
Escova espiral para lavagem de bebedouros R$ 6,90 2 R$ 13,80
Espatula para raspagem de gaiolas R$ 11,00 2 R$ 22,00
Estante para gaiolas (50 gaiolas/estante) R$ 2.682,00 7 R$ 18.774,00
Estante para tubos R$ 12,00 10 R$ 120,00
Estufa bacterioldgica de 27 L R$ 1.654,00 1 R$ 1.654,00
Estufa de 85 L para esterilizagdo e secagem R$ 2.060,99 1 R$ 2.060,99
Exaustor (quarentena e infectério) R$ 592,00 4 R$ 2.368,00
Gaiolas completas com grade e bebedouro R$ 82,25 600 R$ 49.350,00
Micropipetador monocanal 20-200 pL R$ 490,00 1 R$ 490,00
Microscépio de fluorescéncia R$ 19.984,00 1 R$ 19.984,00
Péalete para racao e cepilho R$ 73,00 4 R$ 292,00
Pingca anatdmica R$ 11,74 2 R$ 23,48
Pinga dente de rato R$ 16,33 2 R$ 32,66
Pipetador automatico R$ 769,00 1 R$ 769,00
Proveta graduada 100 mL R$ 7,50 1 R$ 7,50
Recipiente para armazenamento de ragdo R$ 75,00 1 R$ 75,00
Sistema de climatizacdo (quarentena e infectoério) R$ 17.934,00 2 R$ 35.868,00
Termo-higrémetro digital (quarentena e infectério) R$ 68,50 2 R$ 137,00
Termometro digital R$ 44,00 8 R$ 352,00
Tesoura cirdrgica R$ 14,00 2 R$ 28,00
Ultrapurificador de agua R$ 13.220,00 1 R$ 13.220,00

CUSTO TOTAL DE EQUIPAMENTOS E UTENSILIOS: | R$ 420.279,19

FONTE: O autor (2015)

NOTA: Cotacgles realizadas em outubro de 2015 com empresas nacionais especialistas no comércio
de equipamentos para laboratérios — sem concessdo de permisséo para divulgar a identificacdo das
empresas
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TABELA 9 — CUSTOS DE EQUIPAMENTOS E UTENSILIOS PARA IMPLANTAGAO DA TECNICA
DE ISOLAMENTO VIRAL EM CULTIVO CELULAR

VALOR VALOR
ITEM UNITARIO | QUANT- | 1oTAL

Agitador de vartex R$ 399,00 1 R$ 399,00
Almotolia de 250 mL R$ 3,45 2 R$ 6,90
Balanca semi-analitica R$ 2.932,00 1 R$ 2.932,00
Bancada de aco inox com pia R$ 2.350,00 1 R$ 2.350,00
Banho-maria a 37°C R$ 1.105,00 1 R$ 1.105,00
Banqueta para laboratério R$ 190,00 2 R$ 380,00
Becker graduado de 100 mL R$ 6,00 2 R$ 12,00
Becker graduado de 1000 mL R$ 21,00 2 R$ 42,00
Botijdo de nitrogénio liquido de 50 L R$ 4.500,00 1 R$ 4.500,00
Cabo de bisturi R$ 8,98 2 R$ 17,96
Cabine de segurancga biolégica R$ 48.560,00 1 R$ 48.560,00
Calculadora R$ 5,00 1 R$ 5,00
Camara cientifica 2°C a 8°C R$ 23.600,00 2 R$ 47.200,00
Céamara cientifica -30°C +10°C R$ 22.247,00 2 R$ 44.494,00
Camara cientifica -80 °C R$ 23.800,00 1 R$ 23.800,00
Capela de exaustdo de gases R$ 1.753,69 1 R$ 1.753,69
Centrifuga refrigerada R$ 3.990,00 1 R$ 3.990,00
Cuba plastica 1 L R$ 8,00 4 R$ 32,00
Despertador de bancada R$ 7,00 1 R$ 7,00
Estante para tubos R$ 12,00 10 R$ 120,00
Estufa de 85 L para esterilizagdo e secagem R$ 2.060,99 1 R$ 2.060,99
Gelo reciclavel R$ 2,00 10 R$ 20,00
Incubadora de CO, a 37°C R$ 26.500,00 1 R$ 26.500,00
Medidor de pH portatil R$ 266,00 1 R$ 266,00
Micropipetador monocanal 2-20 L R$ 490,00 1 R$ 490,00
Micropipetador monocanal 20-200 pL R$ 490,00 1 R$ 490,00
Micropipetador multicanal 20-200 pL R$ 695,00 1 R$ 695,00
Microscépio de fluorescéncia invertido R$ 51.787,00 1 R$ 51.787,00
Microscopio éptico invertido R$ 4.718,00 1 R$ 4.718,00
Pingca anatdmica R$ 11,74 2 R$ 23,48
Pin¢a dente de rato R$ 16,33 2 R$ 32,66
Pipetador automatico R$ 769,00 1 R$ 769,00
Proveta graduada 100 mL R$ 7,50 1 R$ 7,50
Proveta graduada 1000 mL R$ 34,80 1 R$ 34,80
Termdmetro digital R$ 44,00 8 R$ 352,00
Tesoura cirdrgica R$ 14,00 2 R$ 28,00
Ultrapurificador de agua R$ 13.220,00 1 R$ 13.220,00

CUSTO TOTAL DE EQUIPAMENTOS E UTENSILIOS: | R$ 283.200,98

FONTE: O autor (2015)

NOTA: Cotagdes realizadas em outubro de 2015 com empresas nacionais especialistas no comeércio
de equipamentos para laboratérios — sem concesséao de permissao para divulgar a identificacdo das
empresas

O gasto calculado com equipamentos e utensilios diversos para a implantagéo
da técnica de IVCC foi de R$ 283.200,98, ja o da técnica de isolamento em

camundongos foi de R$ 420.279,19, ou seja, 48% superior ao do IVCC.
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Assim, a andlise de custos revela enorme superioridade na utilizacao do IVCC
sobre o isolamento do RABV em camundongos. Também n&o séo o0s custos, portanto,
gue impedem a substituicdo da inoculacdo em camundongos pelo IVCC.

Os resultados desta etapa do estudo indicam que o isolamento viral em cultivo
celular em relagdo a técnica de isolamento em camundongos apresenta mesma
qualidade de desempenho e acuracia (99,8%), menos riscos que afetariam a
biosseguranca e saude mental dos técnicos, menor tempo decorrido entre a
inoculacdo e obtencédo dos resultados (em média, 22 dias a menos), gastos muito
inferiores com insumos (86,48% a menos) e com a aquisicdo de equipamentos para
implantagéo (32,61% menor), e a vantagem de ndo fazer uso de animais, em

consonancia as premissas da bioética e bem-estar animal.

4.4 ANALISE DE RESULTADOS DA SUBDIVISAO IV

Nesta etapa da pesquisa, foi realizada comparacéo entre o Grupo Teste 1 e
um subconjunto do Grupo Teste 2 (0 Grupo Teste 4), composto somente pelas 20
amostras também utilizadas no Grupo Teste 1.

Em ambos os grupos, todas as 20 amostras foram preparadas pela técnica de
preparo de amostras modificada e posteriormente fracionadas em duas aliquotas,
sendo a primeira inoculada em camundongos (Grupo Teste 1) e a segunda aliquota
inoculada em cultivo celular (Grupo Teste 4).

Os resultados obtidos para realizacdo dos calculos de concordancia entre os

dois grupos estao demonstrados na TABELA 10:

TABELA 10 — RESULTADOS DO GRUPO TESTE 4 FRENTE AO GRUPO TESTE 1 DO
EXPERIMENTO DE COMPARACAO DE TECNICAS DIAGNOSTICAS PARA RAIVA
EM AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS, ESTADO DO PARANA

GRUPO TESTE 1

Positivos Negativos
GRUPO  Positivos 15 0
TESTE 4 Negativos 0 5

FONTE: O autor (2015)
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Neste caso, o teste estatistico coerente é o de concordancia Kappa, pois se
busca avaliar a concordancia de um teste frente ao outro, e ndo ao padrao ouro ou
grupo controle. O indice Kappa obtido foi de 1,00, ou seja, os resultados em ambos
os grupos foram idénticos, indicando que ndo ha diferenca estatistica entre eles.

Em relacdo ao tempo decorrido entre a inoculagao e a obtengéo de resultados,
o Grupo Teste 1 teve variagdes, conforme apresentado no GRAFICO 3. J& para as

amostras do Grupo Teste 4, o periodo foi de 96h (quatro dias) para todas as amostras.

~ ~ 0 O O
« I3V
s
5
[%2]
o
S
<

GRAFICO 3 - TEMPO ENTRE INOCULAGCAO E OBTENGAO DE RESULTADOS, EM DIAS, GRUPO
TESTE 1 DO EXPERIMENTO DE COMPARAGCAO DE TECNICAS DIAGNOSTICAS

PARA RAIVA EM AMOSTRAS DE ENCEFALO DE ANIMAIS, ESTADO DO PARANA
FONTE: O autor (2015)

N w
ol o

N
o

16

Amostra 1

Tempo em dias

o o © O
Amostra 1
Amostra 2
Amostra 3
Amostra 4 UGN
Amostra 5 .
Amostra 6
Amostra 8 NN
Amostra 9 G
Amostra 10 .
Amostra 11 .
Amostra 12 s

Amostra 13
Amostra 14 .

Amostra 15
Amostra
Amostra 1
Amostra 1
Amostra

No Grupo Teste 1, todas as 5 amostras negativas levaram 30 dias desde a
inoculacao até a confirmacédo do diagndstico, pois os animais ndo adoeceram durante
o periodo de observacdo, que é de no maximo 30 dias, e foram submetidos a
eutanasia ao final do periodo observacédo. Ja as 15 amostras positivas apresentaram
periodos diferentes até que os animais exibissem sinais clinicos e fossem submetidos
a eutanasia para realizacdo de IFD confirmatdria, com média de 13 dias, maximo de
20 dias e minimo de 7 dias.

A média em todo o Grupo Teste 1 foi de 17 dias, com periodo maximo de 30
dias e minimo de 7 dias, ou seja, 13 dias a mais que no Grupo Teste 4.

Quanto aos riscos, o0 isolamento viral em camundongos pelo preparo
modificado de amostras (Grupo Teste 1) apresentou 0os mesmos relacionados ao

Grupo Controle 3, com excecédo dos riscos referentes a maceragdo das amostras.
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O isolamento viral em cultivo celular pelo preparo modificado de amostras
(Grupo Teste 4) apresentou oS mesmos riscos relacionados ao Grupo Teste 3, com
excecdo dos riscos referentes a maceragao das amostras.

Acerca do bem-estar animal e bioética, as consideracdes foram as mesmas
da etapa anterior na comparagao do isolamento viral em camundongos (Grupo Teste
1) com o isolamento em cultivo celular (Grupo Teste 4).

O custo de insumos relacionados a técnica empregada no Grupo Teste 1
estdo demonstrados na TABELA 3, em que o custo total estimado de insumos foi de
R$ 252.876,22 para 3.200 amostras, ou R$ 79,02 por amostra.

O custo de insumos relacionados a técnica empregada no Grupo Teste 4
estdo demonstrados na TABELA 6, em que o custo total estimado de insumos foi de
R$ 17.349,93 para 3.200 amostras, ou R$ 5,42 por amostra, ou seja, 93,14% menor
gue no Grupo Teste 1.

Neste cenario, para cada amostra processada pela técnica de isolamento em
camundongos poderiam ser processadas mais de 14 amostras pela técnica de IVCC.

Os equipamentos e utensilios utilizados para a implantacdo do isolamento
viral em camundongos por técnica de preparo modificado de amostras sdo 0s mesmos
da TABELA 8 (R$ 420.279,19). Os utilizados para o isolamento viral em cultivo celular
por técnica de preparo modificado de amostras sdao os mesmos da TABELA 9 (R$
283.200,98).

Novamente, a analise de custos revela enorme superioridade na utilizacédo do
IVCC sobre o isolamento do RABV em camundongos.

Os resultados desta etapa do estudo indicam que o isolamento viral em cultivo
celular em relacdo a técnica de isolamento em camundongos apresenta concordancia
perfeita de resultados (k = 1,00), menos riscos que afetariam a biosseguranca e saude
mental dos técnicos, menor tempo decorrido entre a inoculacdo e obtencdo dos
resultados (em média, 13 dias a menos), gastos muito inferiores com insumos (93,14%
a menos) e com a aquisicdo de equipamentos para implantagao (32,61% menor), e a
vantagem de ndo fazer uso de animais, em consonancia as premissas da bioética e
bem-estar animal.

O isolamento do RABV em cultivo celular pela técnica de preparo de amostras
modificada mostrou-se extremamente promissor para utilizagdo na rotina de
laboratoérios de saude publica, principalmente, pela excelente acuracia, praticidade da

técnica, rapidez até obtencao dos resultados e baixos custos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Logo no inicio deste trabalho, contatou-se o Lacen-PR em busca de parceria
para o desenvolvimento da parte pratica do experimento e para desenvolver estudos
sobre a implantacdo da nova metodologia, caso os resultados do “projeto-piloto”
atendessem as expectativas. A principio, a ideia de se substituir uma técnica que vem
sendo utilizada ha mais de 30 anos, e com muita eficacia, ndo foi bem recebida, ja
que implicaria em investimentos na aquisicdo de insumos e equipamentos, na
reestruturacao fisica e de fluxo laboratorial, na capacitacéo e treinamento de técnicos,
mas, principalmente, implicaria na mudanca de paradigmas, do status quo.

Para tentar ultrapassar essas barreiras — tanto a financeira quanto a da
‘inércia” — um ponto muito peculiar foi exposto aos gestores de forma sucinta e
concisa: existem estudos preliminares que indicam que a nova técnica pode ser até
oito vezes mais econdmica que a técnica utilizada atualmente. E ai foi ultrapassada a
barreira financeira.

A barreira da “inércia” — que esta relacionada ao esfor¢o pessoal do técnico
ao “ter que” aprender uma nova metodologia e todas as implica¢des de se passar por
uma capacitacao (como viajar até o local do treinamento, deixar a familia e outros
compromissos, 0 “estresse” da aprendizagem, entre outros) — caiu rapidamente
guando me ofereci para passar pelos treinamentos e me comprometi a replicar as
informacdes recebidas com os demais técnicos do laboratério.

Assim, este projeto foi possivel e foi desenvolvido com total apoio do Lacen-
PR, que proporcionou a realizacdo de toda a parte pratica do experimento,
possibilitando as seguintes consideracdes e conclusées:

e A técnica de preparo de amostras modificada, como descrita neste
trabalho, é perfeitamente capaz de substituir a técnica preconizada pelo Ministério da
Saude pela elevada sensibilidade (100%), especificidade (100%), acuracia (100%) e
concordancia (k = 1,00) com o padr&o ouro. E superior ao padréo ouro por ser capaz
de reduzir significativamente o tempo de preparo das amostras (cerca de 5min/
amostra), diminuir os gastos com insumos (até 53% a menos) e proporcionar
melhorias das condi¢cdes de biosseguranca por reduzir drasticamente, sendo anular

0s riscos biologicos de inalacéo de aerossois carregados de particulas virais.
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e A técnica de isolamento viral em cultivo celular quando comparada ao
isolamento em camundongos apresenta alta qualidade de desempenho e acuracia
(99,8%), menos riscos que afetariam a biosseguranca e saude mental dos técnicos,
menor tempo decorrido entre a inoculacdo e obtencéo dos resultados (média de 22
dias a menos), gastos muito inferiores com insumos (cerca de 87% menores) e
aguisicao de equipamentos para implantacdo (33% menores), e a vantagem de nao
fazer uso de animais, em consonancia as premissas da bioética e bem-estar animal.

e Atécnica de isolamento viral em cultivo celular com o preparo modificado
das amostras é inovadora e extremamente promissora para substituir a prova padréo
ouro hoje preconizada pelo Ministério da Saude.

e Atualmente, a técnica de isolamento viral em cultivo celular com o
preparo modificado de amostras estd em fase de implantagdo no Lacen-PR. A
estimativa € de que a metodologia esteja plenamente implantada até o final de 2016.

¢ O Centro de Diagnéstico Marcos Enrietti mostrou grande interesse apos
analisar a proposta desta nova técnica e solicitou treinamento e capacitacdo para
também poderem implanta-la em seu laboratorio (inicio do treinamento previsto para
margo/2016).

Desta forma, com o desenvolvimento e aplicacdo bem-sucedidos do protocolo
laboratorial modificado proposto, entende-se que foram feitas contribuicdes a Saude

Publica, a Saude Mental dos técnicos da rotina laboratorial e ao Bem-Estar Animal.
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GLOSSARIO

Aerofobia: horror ou fobia do movimento do ar (WHO, 2014a).

Anticorpos monoclonais: anticorpos derivados de uma Unica célula ou pertencente
a um unico clone celular (BRASIL, 2008a).

Autdlise: desintegracdo espontanea de uma célula pela acdo de suas proprias
enzimas (BRASIL, 2008a).

Disfagia: dificuldade para se alimentar (BRASIL, 2016).

Distresse: estresse excessivo e negativo, capaz de causar sofrimento e
desencadeado por estimulos percebidos como ameaca (BROOM; FRASER, 2010).

Entorpecimento: auséncia de resposta a estimulos normais ou ordinarios (JONES,;
HUNT; KING, 2000).

Estresse: estado gerado pela percepcdo de estimulos que provocam excitagdo
emocional e, ao perturbarem a homeostasia, levam o0 organismo a disparar um
processo de adaptacao caracterizado pelo aumento da secrecédo de adrenalina, com
varias consequéncias sistémicas (BROOM; FRASER, 2010).

Fotofobia: alta sensibilidade ou intolerancia a luz (WHO, 2014a).
Hidrofobia: aversao ou horror morbido a liquidos (WHO, 2014a).

Hiperacusia: exaltacdo da acuidade auditiva, ou sensibilidade dolorosa a sons
(BRASIL, 20186).

Imprint: impressdo deixada em lamina de microscopia por fragmento de tecido
pressionado contra esta lamina (BRASIL, 2008a).

Neocdrtex: regido do cortex cerebral mais recentemente derivada (SLAVEN; STONE;
LOPEZ, 2007).

Obstipacdo: aumento no intervalo entre as evacuacdes, acompanhada de fezes
ressecadas e dificuldade na eliminacdo destas (SLAVEN; STONE; LOPEZ, 2007).

Parestesia: desordem neurolégica focal ou local, caracterizada por sensacdes
anormais e anomalias sensoriais (WHO, 2014a).

Quiréptero: Ordem de mamiferos que compreende 0s morcegos, caracterizados pela
adaptacao ao voo, sendo seus membros anteriores em forma de asas (BRASIL, 2016).

Sialorreia: salivacao excessiva; ptialismo (BRASIL, 2016).

Zoonose: doenca transmissivel entre seres humanos e outros animais
(SHAKESPEARE, 2009).
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CERTIFICADO CEUA/BIO - UFPR N° 862/ 2015

J}Hﬂﬂ[ ﬂm ]ﬂﬂﬁﬂ | UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

u F P R Comissao de Etica ;\gEL:Ja:) de Animals

NIVERSIDADE &bk AL 0 PARAN,

Ul

- - Ministério da Educagéo

—— Setor de Ciéncias Biologicas

CERTIFICADO

A Comisséo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO — UFPR), instituida pela Resolugao N°
86/11 do Conselho de Ensino Pesquisa e Extensao (CEPE), de 22 de dezembro de
2011, CERTIFICA que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa
abaixo especificado estdo de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizacao de Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA) estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e com as
normas internacionais para a experimentagéo animal.

STATEMENT

The Ethics Committee for Animal Use from the Biological Sciences Section of
the Federal University of Parana (CEUA/BIO -~ UFPR), established by the
Resolution N° 86/11 of the Teaching Research and Extension Council (CEPE) on
December 22" 2011, CERTIFIES that the procedures using animals in the
research project speciﬂed below are in agreement with the Brazilian Guidelines for
Care and Use of Animals for Scientific and Teaching purposes established by the
National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and with the
international guidelines for animal experimentation.

PROCESSO/PROCESS: 23075.058243/2015-71
APROVADO/APPROVAL: 10/02/2015 - R.O. 01/2015

TITULOITITLE: Investigagdo do virus da raiva (Género Lyssavirus) em animais do
Estado do Parana (PR) por protocolo laboratorial modificado: uma importante
contribuigéo a Saude Publica e bem-estar animal

AUTORES/AUTHORS: Eliane Carneiro Gomes, Walfrido Kihl Svoboda, Thaila
Francini Corona, Themis Valéria de Souza Baptista

DEPARTAMENTO/DEPARTMENT: Saude Comunitaria / PPG em Ciéncias
Farmacéuticas - UFPR

Coordenador da CEU
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