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RESUMO: O diagnéstico laboratorial da
raiva é imprescindivel para desencadear as
acoes de controle, prevencao e vigilancia da
doenca, visto que € uma zoonose comgrande
repercussdo na saude publica, devido sua
alta letalidade. Dentro desse contexto, no
Piaui dos 224 municipios, Teresina é a Unica
cidade que realiza o diagnostico da raiva
através das técnicas de Imunofluorescéncia
Direta e a Prova Biologica. Porém, novas
diretrizes da Organizacdo Mundial de
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Saude recomendam e consideram valida
a técnica de biologia molecular, RT-PCR.
No estudo, objetivou-se avaliar a estrutura
e equipamentos existentes no LACEN-
Pl, relacionar o0s custos necessarios
para manutencdo da PB, que & a técnica
confirmatéria ainda utilizada, bem como
alguns aspectos legais que envolvem a
questao bioética. Foi possivel constatar que
a PB pode ser substituida de forma viavel
pelo exame de biologia molecular RT-PCR,
0 que representara a adequacado da Rede
Laboratorial de Teresina aos aspectos
referentes a bioética além da eficiéncia e
precisdo na velocidade de resposta aos
casos suspeitos de raiva.
PALAVRAS-CHAVES: Raiva; Diagnostico;
Biologia molecular.

EVALUATION OF THE LABORATORY
NETWORK IN THE CONTEXT OF
RABIES SURVEILLANCE IN THE

STATE OF PIAUI

ABSTRACT: Laboratory diagnosis of rabies
is essential to trigger actions to control,
prevent and monitor the disease, as it is a
zoonosis with a majorimpact on public health
due to its high lethality. Within this context,
in Piaui, of the 224 municipalities, Teresina
is the only city that diagnoses rabies using
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Direct Immunofluorescence and Biological Testing techniques. However, new guidelines from
the World Health Organization recommend and consider the molecular biology technique,
RT-PCR, to be valid. The study aimed to evaluate the structure and equipment existing at
LACEN-PI, relate the costs necessary for maintaining PB, which is the confirmatory technique
still used, as well as some legal aspects involving the bioethical issue. It was possible to verify
that PB can be viably replaced by the RT-PCR molecular biology test, which will represent the
adaptation of the Teresina Laboratory Network to aspects related to bioethics in addition to
efficiency and precision in the speed of response to suspected cases of rabies.
KEYWORDS: Rabies; Diagnosis; Molecular Biology.

INTRODUCAO

A raiva € uma doenca viral zoonética, com letalidade de aproximadamente 100%,
que representa uma grande preocupaca@o para a saude publica em diversas partes do
mundo. (WHO, 2018; BRASIL 2024).

No Brasil, as principais estratégias de vigilancia, prevencdo e controle incluem a
vacinagdo anual de cées e gatos, a profilaxia antirrabica em humanos, a notificacéo e
investigacdo de casos, além do monitoramento da circulagdo viral; sendo essas medidas
fundamentais para assegurar uma resposta eficiente e integrada as demandas de saude
publica. (VIEIRA, 2023; BRASIL, 2024).

Observa-se uma crescente mudanca no perfil epidemioldgico da raiva, impulsionada
pela possivel reintrodugéo da doenca no ciclo urbano devido a transmissao de variantes
originadas de reservatorios silvestres. (CERQUEIRA, 2023; VIEIRA, 2023).

Entre 2010 e 2024, foram registrados 48 casos de raiva humana no Brasil. Desses,
nove foram transmitidos por cées, quatro por felinos, seis por primatas ndo humanos, 24
por morcegos e dois por raposas. A regido Nordeste se destaca com o maior nUmero de
casos, totalizando 21 ocorréncias nesse periodo. (BRASIL, 2024a).

No Piaui, o ultimo caso de raiva humana registrado ocorreu em 2024 na cidade
de Piripiri, provocado por um primata ndo humano. Registra-se que, em 2013, dois casos
de raiva humana foram notificados no estado, um em Parnaiba e outro em Pio IX, ambos
causados por primatas ndo humanos (BRASIL, 2024a).

No Brasil, nos ultimos dez anos, foram registrados 241 casos de raiva em animais
domésticos, sendo 186 casos em cées e 55 casos em felinos. Em caes, destaca-se que
33% das amostras foram positivas para a variante de canideos silvestres e 15% para
variantes de morcegos. Com um aumento significativo nos nimeros de casos envolvendo-
as nos Ultimos anos, a raiva silvestre se faz presente em diversas espécies: canideos
silvestres, primatas ndo humanos, morcegos entre outros. (BRASIL, 2024b).
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E notavel a mudanca no perfil epidemiolégico da raiva, destacando-se a transmisséo
por animais silvestres, especialmente por morcegos (variante AgV3), saguis-do-tufo-branco
(Callithrix jacchus) e canideos selvagens (AgV2*), enquanto os casos ligados a caes
domésticos (AgV1 e AgV2) diminuiram. (CERQUEIRA, 2023).

Diante da diversidade de espécies envolvidas em sua transmissdo, uma das
principais estratégias para controlar a doenca € vigilancia laboratorial de animais suspeitos
com o monitoramento da circulagdo do virus em ambientes urbanos, rurais e silvestres.
(BRASIL, 2019).

A confirmagcdo bem como a vigilancia epidemiolégica da raiva necessita do
diagndstico laboratorial. Atualmente, o protocolo de diagnéstico padrdo-ouro preconizado
no Brasil € a Imunofluorescéncia Direta (IFD) seguida pelo exame confirmatério da Prova
Biolégica (PB). No entanto, em documento recente divulgado pela Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) lancam-se novas diretrizes, reconhecendo a Reacdo em Cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR) como uma técnica primaria e vélida para o diagnéstico
post mortem da raiva, podendo ser utilizada como alternativa a Prova Biologica (BRASIL,
2008; TAMURA, 2017; WHO, 2020; MORAES, 2023).

Em 2019, o LACEN-PR tornou-se pioneiro no Brasil ao substituir a prova biologica
no diagnostico da raiva, estabelecendo um precedente para que outros laboratérios
adotem a mesma abordagem, explorando novas tecnologias, inovagdes e conhecimentos
para transformar a realidade em beneficio da sociedade, dos animais e do meio ambiente,
promovendo assim a Satude Unica. (CORONA, 2020).

De acordo com o Guia para Diagnéstico em Saude Publica do Ministério da Saude
(BRASIL, 2021), outros laboratorios no Brasil também passaram a utilizar a biologia
molecular em substituicdo a prova biolégica, dentre eles estdo: o Centro de Diagnéstico
Marcos Enrietti - Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parana, Laboratério de Raiva do
Instituto Evandro Chagas — Laboratério de Referéncia Regional (PA), Instituto Pasteur -
Laboratorio de Referéncia Nacional (SP).

O estado do Maranhdo avangou significativamente no campo da sadde publica
em 2023, ao implementar o diagnéstico molecular para a raiva no Instituto Oswaldo Cruz/
Laboratério Central (IOC/LACEN-MA). Esta iniciativa representou um marco importante
para o diagnostico da doencga no estado, aprimorando a capacidade de detecgéo e resposta
a essa grave zoonose. (GOV. MA, 2023)

De acordo com os dados da Secretaria de Saude do Piaui (SESAPI), seis municipios
possuem Unidades de Vigilancia em Zoonoses (UVZ): em Barras, Floriano, Oeiras,

Parnaiba, Picos, e na capital Teresina. (Figura 1).
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Figura 1 Unidades de Vigilancia em Zoonoses do estado do Piaui. (Governo do Piaui)

Atualmente, a Rede de Laboratérios para o diagndstico () da raiva no Piaui, conta
apenas com o laboratério da Geréncia de Zoonoses, da Fundagédo Municipal de Saude de
Teresina, o qual adota como método o teste de Imunofluorescéncia Direta, e a confirmagao
por meio da Prova biolégica, conforme as diretrizes estabelecidas no Manual de Diagndstico
Laboratorial da Raiva (BRASIL, 2008), sendo certificado pelo Ministério da Saude e com
treinamento pelo Instituto Pasteur, que é referéncia nacional no diagnostico da doencga.

O estado do Piaui conta com 224 municipios e 12 Regionais de Saude sob a gestao
da SESAPI: Planicie Litoranea, Carnaubais, Cocais, Entre Rios, Vale do Sambito, Vale do
Rio Guaribas, Chapada Vale do Rio Itaim, Vale do Canindé, Serra da Capivara, Vale dos
Rios Piaui e ltaueiras, Tabuleiros do Alto Parnaiba e Chapada das Mangabeiras.
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O presente trabalho tem o objetivo de relacionar a infraestrutura e insumos
necessarios para implantagcdo do diagnostico do RT-PCR, os custos para manutencdo da
Prova Bioldgica como forma de subsidiar os gestores na proposi¢cdo de substituicdo da
Prova Biolégica e adogéo da técnica de biologia molecular RT-PCR para o diagnéstico da
raiva no Piaui, visando inclusive adequar o diagnostico aos principios da bioética, a ndo
utilizacao de animais, como também permitindo a redugéo de custos quanto a manutencéo
dos biotérios.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas visitas aos laboratérios da Rede Estadual, localizados em Teresina,
e a Universidade Federal do Piaui para avaliar a infraestrutura disponivel. Paralelamente,
foram consolidados os dados sobre a infraestrutura para realizagdo dos diagnosticos na
Geréncia de Zoonoses (GEZOON) e no Laboratério Central de Saude Publica (LACEN),
além da estimativa de custos para aquisi¢cao de insumos destinados aos exames de RT-
PCR e Prova Biologica, seguida de analise comparativa entre os dois testes.

Além disso, foi realizada uma revisao bibliografica usando como descritores ‘raiva’,
‘diagndstico’, ‘biologia molecular’, ‘RT-PCR’ em diferentes bases de dados como Scielo e
Pubmed, entre outras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

INFRAESTRUTURA E INSUMOS NECESSARIOS PARA IMPLANTACAO
LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA (LACEN)

Sabendo-se da existéncia de um setor de Biologia Molecular no LACEN foi
realizada visita ao laboratério com o intuito de avaliar a estrutura existente bem como
0s equipamentos e materiais utilizados na execugédo da técnica do RT-PCR. O espago
€ composto por um compilado de salas. Uma delas contém uma cabine de seguranca
biolo6gica, duas centrifugas, e um ultra freezer. (Figura 2)
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Figura 2: Laboratdrio de biologia molecular (LACEN). A) Cabine de seguranca bioldgica; B)
Centrifuga; C) Ultra freezer; D) Visdo panoramica da area. Fonte: Arquivo pessoal

A cabine de seguranca é utilizada para manipulagéo e processamento das amostras
durante algumas etapas do exame. A centrifuga permite a homogeneizagéo dos tubitos
para que nenhum resquicio de amostra fique na tampa dos mesmos, minimizando os riscos
de contaminacédo durante a manipulagéo.

Além disso, o espaco conta com trés modelos de termocicladores (figura 3), onde
sdo realizadas as etapas de desnaturagéo, anelamento e extensdo do material genético;
sendo dois deles para PCR convencional e um para RT-PCR.

Figura 3: Termocicladores. A) PCR convencional B) RT-PCR (Arquivo pessoal).
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Mais recentemente, o laboratério também recebeu novos equipamentos que
melhorarédo e agilizardo o processamento das amostras: o pipetador automético e uma
maquina para extracao automatizada (figura 4). Os demais materiais necessarios incluiriam
os kits com reagentes (figura 5), os primers e pipetas manuais.

Figura 4: A) Pipetador automatico; B) Extrator automatizado. (Arquivo pessoal)

Todos os equipamentos avaliados e identificados no LACEN/PI demandam de
um alto investimento, porém tendo em vista que ha uma estrutura montada e equipada
para a realizacdo dos exames, ndo haveria custos para aquisicdo dos insumos, pois a
Coordenacgéo Geral de Laboratérios de Saude Publica CGLAB/MS faz toda remessa para
os Laboratérios Centrais conforme a demanda apresentada.

senee
QlAamp® Viral RNA
Mini Kit (250)

Figura 5: Kit de Reagentes (Arquivo pessoal)

Na Universidade Federal do Piaui, existem alguns equipamentos utilizados dentro do
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campo da biologia molecular, que sdo os termocicladores para PCR convencional e RT-
PCR. (Figura 6).

Figura 6: Termocicladores para PCR convencional e em Tempo real (Arquivo
pessoal)

CUSTOS PARA MANUTENGAO DA PB

Conforme os dados da GEZOON séo realizados em média 200 exames por ano,
sendo inoculados 10 camundongos por exame. E importante ressaltar que a quantidade
de exames realizados ndo é fixa, pois varia de acordo com a demanda recebida. recebida

O biotério foi implantado na GEZOON em maio de 1996, com o objetivo da criagdo
de camundongos para serem utilizados na realizagdo da prova biolégica. Sua estrutura
fisica conta com quatro divisdes internas (figura 7):

A. Sala de inoculados (Infectério);

B. Sala de higienizagcéo (Lavagem);

C. Sala de Reprodugéo (Acasalamento);

D. Sala de desmame.
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Figura 7: Layout da estrutura fisica do biotério. (POP GEZOON)

A manutencgéo do biotério envolve diversos custos que incluem: alimentacgéo (ragcéo para
camundongos), agua, substrato (maravalha), mao de obra diaria e energia elétrica.

Os sacos de ragdo fornecidos aos animais sdo de 20 kg e o valor unitario é de R$
219,90. Atualmente, os camundongos do plantel encontram-se distribuidos em 62 gaiolas,
sendo 54 gaiolas pequenas destinadas a animais em reproducgéao (figura 8) e oito gaiolas

grandes para 0s animais em processo de desmame.

Figura 8: A) Gaiola de reproducéo; B) Bebedouro 500 ml. (Arquivo pessoal)
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Sabendo-se que a troca da 4gua é realizada duas vezes na semana e que o contetido
ainda existente sera totalmente descartado, estima-se que sejam utilizados cerca de 1.860
litros de agua mensalmente. O consumo com energia elétrica do setor € consideravel, pois
os climatizadores ficam ligados 24 horas, todos os dias, sendo 23,8 kWh/més. Em relacéo
a mao de obra, cinco colaboradores sdo responsaveis pelo setor, sendo quatro de nivel
médio, onde os valores do salario liquido variam entre R$3.014,72 e R$4.889,81, e um de
nivel de superior com o valor liquido de R$ 14.114,34.

Entende-se que todos esses itens geram custos para que a PB seja realizada, e
considerando que nao havera custos a mais em termos de instala¢do do laboratério Biologia
Molecular e compra de equipamentos, os resultados apresentados indicam a viabilidade na
substituicdo da prova padrao pela técnica de biologia molecular.

Independentemente do nimero de amostras que chegam ao laboratério € necessério,
monitoramento diario do biotério e rastreamento de camundongos inoculados. Por outro
lado, é possivel concentrar a execugdo do RT-gPCR de acordo com o recebimento de
amostras. (MARINHO, 2024)

Além disso, os aspectos atuais relacionados a manutencao da Prova Biologica no
diagnostico da raiva envolvem debates éticos, cientificos e legais que giram em torno do uso
de animais em experimentagéo. Inocular varios camundongos pode causar niveis elevados
de estresse na profissional responsavel pela inoculagdo desses animais, possivelmente
levando a depresséo e suas consequéncias. (CORONA, 2020)

Dentro da perspectiva, de que ha um LACEN, contendo uma estrutura montada e
equipada, além de pessoal habilitado para o processamento de amostras para realizacéo
da RT-PCR, e que o fornecimento dos insumos é realizado através da CGLAB/MS suprindo
0 estoque de materiais necessarios, acredita-se que nao haveria maiores impedimentos
para a substituicdo da Prova Bioldgica para técnica RT-PCR, considerada padrao-ouro.

Havendo a substituicdo, é imprescindivel que haja uma sensibilizacdo juntos aos
municipios quanto aos envios das amostras coletadas, porque é necessaria uma quantidade
minima para realizagdo da técnica.

Segundo o estudo de Abarkan (2022), o processo burocratico envolvido na validagao
e implementacéo de técnicas substitutivas representa uma das principais barreiras a serem
superadas para possibilitar a transicao para uma ciéncia médica que garanta o bem-estar
animal; porém isso néo foi observado no presente trabalho. Especificamente no diagnéstico
da raiva, essas barreiras incluem a auséncia de investimentos e iniciativas institucionais,
além da resisténcia por parte dos envolvidos, o que aponta para a oportunidade de incentivar
a adocgdo de métodos alternativos. (BONES & MOLENTO, 2012)

No estudo foi demonstrado que o Lacen Piaui, recebeu equipamentos do Ministério
da Saude em 2024, além de insumos necessarios para realizagdo dos exames, incluindo
kit de reagentes, primers; implicando diretamente na redugdo dos custos quanto a
manutencdo do laboratério e aquisi¢cdo dos kits, faltando apenas a cabine biolégica com
nivel de biosseguranca adequado ao patdgeno, para efetivamente iniciar a implantagéo do
exame laboratorial por biologia molecular.
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O trabalho evidenciou que a técnica de diagnostico da raiva conhecida como “Prova
Biologica”, que se baseia no isolamento viral de amostras suspeitas em camundongos,

pode ser substituida de forma viavel pelo exame de Biologia molecular RT-PCR.

CONCLUSAO

A alteracdo e implantacdo do RT-PCR representara a adequacdo da Rede
Laboratorial de Teresina, ndo somente no aspecto referente a bioética, mas também na
economia, bem-estar animal e humano, eficiéncia e rapidez no diagnéstico, gerando o
impacto positivo tanto na velocidade de resposta aos casos suspeitos de raiva, quanto na
reducao dos custos e na promocéo de praticas laboratoriais éticas.

A implementacéo da técnica laboratorial RT-PCR no Piaui, ajudara a efetivacéo da
vigilancia da Raiva, pois facilitard o recebimento das amostras suspeitas enviadas pelos
municipios, além de proporcionar que as ag¢des de controle sejam desenvolvidas com
seguranca e fundamentagdo nas normativas sanitérias, pois atualmente nao existe nenhum

laboratorio para o diagnéstico da Raiva, com excecao da FMS/Gezoon de Teresina.
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