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‘Os homens perdem a saude para
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acabam por ndo viver nem no presente
nem no futuro. E vivem como se nunca
fossem morrer... € morrem como se
nunca tivessem vivido.”

Dalai Lama



RESUMO

No més de maio de 2005, no municipio de Augusto Correa, nordeste do
Estado do Para, foi diagnosticado um surto de raiva paralitica transmitida por
morcegos hematdfagos que resultou em 15 casos confirmados da doenca. A
populacdo exposta recebeu vacinacdo anti-rabica em regime de pré e poOs-
exposicao, sendo atendidas aproximadamente 3500 pessoas. O presente estudo
verificou a persisténcia de anticorpos neutralizantes antivirus rabico, em amostra da
populacédo de Augusto Correa, vacinada com vacina de cultivo celular (Verorab®) por
ocasido do surto. Foram coletadas e analisadas 505 amostras de moradores de
guatro comunidades de Augusto Correa (Arai, Porto do Campo, Cachoeira e Nova
Olinda) em junho de 2007. Os niveis de anticorpos neutralizantes foram dosados
através da técnica de Favoretto e relacionados com dados demograficos, com
histéria prévia de malaria, novas agressfes por animais e com 0 esquema vacinal
recebido. Apdés dois anos da campanha vacinal, os resultados revelaram a
persisténcia de anticorpos neutralizantes em niveis adequados em 90.5% da
populacdo vacinada, em esquemas de pré e p0s-exposi¢do, mesmo nagueles que
receberam tratamento incompleto. Os niveis de anticorpos neutralizantes nao foram

reduzidos em funcao das variaveis analisadas.

Palavras-chave: Vacinagao. Anticorpos neutralizantes. Raiva humana



ABSTRACT

On may of 2005, in the city of Augusto Correa, northeast of the State of Para,
an outbreak of human rabies transmitted by vampire bats bites was diagnosed,
resulting in 15 confirmed cases. Immediately a wide campaign of rabies vaccination
of the population was initiated, pre and post treatment was given to about 3500
people. The objective of this work was to verify the persistence of neutralizing
antibodies in samples of the population of Augusto Correa that was vaccinated with
vaccine of cellular culture (Verorab) during this rabies outbreak. In the month of June
of 2007, were collected 505 samples of inhabitants of four communities of Augusto
Correa (Arai, Porto do Campo, Cachoeira e Nova Olinda). The levels of neutralizing
antibodies were dosed through the Favoretto’s technique and compared with
demographic data, previous history of malaria, new animals aggressions and the
treatment received. After two years of the vaccine campaign, the results disclosed
the persistence of neutralizing antibodies in adjusted levels on 90.5% of the
vaccinated population, that received pre or post-exposure vaccination, even on that
who had received incomplete treatment. The levels of neutralizing antibodies had not

been reduced in function of variables analyzed.

Key Words: Vaccination. Neutralizing antibodies. Human Rabies
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1 INTRODUCAO

7

A raiva é uma zoonose caracterizada como uma encefalite viral aguda,
progressiva e potencialmente fatal, que se propaga pelo sistema nervoso central e
passa para as glandulas salivares, onde também se replica, sendo eliminada para
outros animais. Mata cerca de 55000 de pessoas anualmente e esta presente nao
somente em animais domésticos e rurais, mas também em animais silvestres, 0s
guais representam o reservatorio do virus. Mamiferos, e especialmente carnivoros,
sdo os mais suscetiveis (WARRELL, M.; WARRELL, D., 2004).

A raiva canina, ou “raiva de rua”, permanece um sério problema de saude
publica na Asia e Africa, tendo sido consideravelmente reduzida na América Latina
nos ultimos anos. A raiva silvestre, no entanto, esta presente em todo o continente
Americano, parte do continente europeu, Asia e no resto do mundo, exceto na
Antartida. A raiva que acomete morcegos parece estar presente em todos o0s
continentes, inclusive em areas onde a raiva canina e de outros animais silvestres ja
foi erradicada, como a Inglaterra e Australia (BAER, 1991; KNOBEL et al., 2005;
WHO, 2005).

Os morcegos insetivoros constituem o principal reservatério do Virus da Raiva
em todo o mundo. Morcegos frutivoros também sao reservatérios importantes,
porém so6 estdo presentes em areas tropicais. Os morcegos hematéfagos s6 séo
encontrados na Ameérica Latina, do norte do México ao sul do Chile e do Uruguai
(BAER, 1991).

Os morcegos hematéfagos pertencem a Ordem Chiroptera, subordem
Microchoroptera. Somente trés espécies de morcegos sdo hematofagas (foto 1).
Elas pertencem a familia Phyllostomidae, subfamilia Desmodinae, a qual é dividida
em trés géneros (Desmodus, Diphylla e Diaemus), com apenas uma espécie cada.
Desmodus rotundus, com as subespécies Desmodus rotundus murinus e Desmodus

rotundus rotundus s&o as Unicas que agridem mamiferos, incluindo o homem (ibid.).
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Foto 1 — Morcegos hemétéfagos, Desmodus rotundus
Fonte: Imagens cedidas por W. Uieda.

Embora muitas agressdes por morcego tenham sido relatadas no norte do
Brasil, poucos estudos epidemioldgicos tém sido realizados. Em 2004, dois surtos de
raiva transmitida por morcegos foram notificados no Brasil. Um total de 21 pessoas
morreram em duas cidades no nordeste do Pard (15 casos em Portel e 06 em
Viseu). Em maio de 2005, 15 novos casos de raiva foram registrados no municipio
de Augusto Corréa, proximo a Viseu no estado do Para, e outros 24, nos municipios
de Turiagu, Godofredo Viana, Carutapera e Céandido Mendes, no Estado do
Maranhdo, proximos aos municipios do nordeste paraense citados anteriormente
(figura 1). A ocorréncia de tantos casos de raiva humana transmitidos por morcegos
em populagdes rurais representa um sério problema de saude publica atualmente no
Brasil (BRASIL, 2004; BRASIL, 2005a).
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2 JUSTIFICATIVA

Os surtos de raiva humana em 2004 e 2005 no Para e Maranhao alertaram
para o sério problema de saude publica da doenca na regido. Ressalta-se que a
populacdo dessa regido € vulneravel a reexposicdo e, como a vacinacdo nao €
duradoura, a necessidade de revacinacdo é evidente. Isso ndo somente onera o
estado, como também, a populacdo vacinada poderia ter a falsa idéia de protecéo,

ndo tendo consciéncia da necessidade de revacinagdo em caso de reexposi¢ao.

O resultado obtido a partir deste estudo revelou o grau de protecao
imunoldgica da populacdo de Augusto Corréa, vacinada em situacdo de pré e poés-
exposicao, subsidiando politicas publicas para o manejo, vigilancia e controle da

doenca em nossa regiéo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 HISTORICO

A raiva é uma das mais antigas doencas infecciosas descritas. Sugestdes de
gue a doenca estava relacionada a mordedura de cées doentes foram encontradas
em escrituras da Mesopotamia e Egito ha milhares de anos. Textos da medicina
chinesa e indiana descrevem o que parece ser hidrofobia. Durante os séculos XV e
XVI, os europeus através das grandes descobertas maritimas, importaram para

terras distantes animais em periodo de incubagdo (RUPPRECHT et al., 2002).

Colonizadores das Américas relataram casos de raiva humana transmitida por
morcegos hematéfagos, assim como agressdes destes, a homens e outros animais
no século XVI, na Peninsula de Yucatan, México. No Brasil, a primeira notificacdo da
doenca em animais ocorreu em 1906, em Santa Catarina quando acreditava tratar
se de uma nova doenca, ainda ndo descrita. Apenas em 1911, Carini demonstrou
gue a epizootia era causada pelo virus da raiva (MARCOVISTZ et al.,, 2005;
SCHNEIDER et al., 1995).

No século XIX, uma série de eventos culminou com a producdo da vacina
anti-rabica. Em, 1804, Zinke comprovou a transmisséo da raiva entre animais, e em
1879, Galtier utilizava coelhos em laboratério para estudo da raiva. Louis Pasteur
modificou a patogenicidade do virus (1881 e 1882), através de passagens em
animais de laboratoério, resultando em reducdo da viruléncia, producdo da vacina
anti-rabica utilizada com sucesso em cdes e, posteriormente, em humanos
(MARCOVISTZ et al., 2005).

3.2 ETIOPATOGENIA

O virus da raiva pertence a ordem Mononegavirales, onde estdo localizados
os virus de fita simples de RNA ndo segmentado e de polaridade negativa.
Atualmente esta ordem é constituida de 4 familias Filoviridae, Paramyxoviridae,

Bornaviridae e Rhabdoviridae. Esta dltima é constituida por alguns virus néo
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classificados (isolados de plantas, invertebrados e vertebrados) e outros
classificados em quatro géneros Vesiculovirus, Ephemerovirus, Novirhabdovirus, e
Lyssavirus. O género Lyssavirus engloba os virus com genoma negativa que
codifica 5 proteinas virais: nucleoproteina N, fosfoproteina P, proteina da matrix M,
glicoproteina G e polimerase L. A particula viral possui formato de bala de revalver,
com 100 a 300 nm de comprimento e 75 nm de didmetro e adaptados a replicacéo

no sistema nervoso central de mamiferos (HEMACHUDHA et al., 2002).

O género Lyssavirus foi inicialmente dividido em 4 sorotipos, devido reacdes
cruzadas com 0 soro e anticorpos monoclonais 0s quais correspondiam aos
sorotipos 1, virus da raiva (RABV); 2, virus de morcego de Lagos (LBV); 3, virus
Mokola (MOKYV); e 4, virus Duvenhage (DUVV). Isolados posteriores de lissavirus de
morcegos na Australia e Europa, assim como avanc¢os na caracterizacao de diversos
genes, permitiram a classificacdo em sete gendtipos: 1, RABV; 2, LBV; 3, MOKYV;, 4,
DUVV; 5, Lissavirus do Morcego Europeu (EBLV-1); 6, lissavirus do Morcego
Europeu (EBLV- 2) e 7, lissavirus do Morcego Australiano (ABLV). Os lissavirus
podem ainda ser classificados através da analise filogenética em: filogrupo |
(gendtipos 1,4 5,6 e 7) e filogrupo Il (gendtipos 2 e 3). Quatro recentes lissavirus
isolados de morcegos na Asia Central, leste da Sibéria e regido Caucasiana (Virus
Aravan, virus Khujand e virus Irkut) precisam ser caracterizados como novos
gendétipos (WHO, 2005).

A penetracdo do virus da raiva resulta de ferimentos ou contato direto
com superficie mucosa e a eficacia da transmissao depende da carga viral na saliva
do animal e da profundidade da lesdo capaz de atingir areas de tecido muscular com
alta densidade de receptores nicotinicos da acetilcolina, onde se liga a glicoproteina
do virus da raiva canino (RUPPRECHT et al.,, 2002; WHO, 2005). Entretanto a
severidade da lesdo pode néo ser tdo importante na raiva transmitida por morcego e
na raiva criptogénica, pois o virus provavelmente se liga a receptores na derme ou
epiderme (FOOKS et al., 2003; RUPPRECHT et al., 2002). A transmissao do virus
da raiva através de transplantes e aerossois também ja foi descrita (SRINIVASANI et
al., 2005).

O virus entdo se replica em tecidos ndo nervosos ou penetra em nervos
periféricos e migra em fluxo axoplasmico retrogrado com velocidade migratéria de 15

a 100 mm por dia e o tempo até o sistema nervoso central depende da distancia do
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local de inoculacdo (RUPPRECHT et al., 2002; WHO, 2005). O virus entdo replica e
infecta o ganglio da raiz dorsal e as células do corno anterior. No ganglio da raiz
dorsal, a replicacdo viral pode ser reconhecida e atacada pelos efetores
imunologicos resultando em ganglioneurite, tendo como manifesta¢éo clinica dor no
local da mordedura. Uma vez na célula neuronal o virus replica rapidamente e
dissemina via brotamento da membrana plasmatica e transmisséo direta de célula

para célula ou por propagacéo trans sinaptica (RUPPRECHT et al., 2002).

Subsequente transporte viral para tecidos periféricos ocorre de forma
centrifuga através dos ax6nios de fibras nervosas periféricas, por um mecanismo de
fluxo axoplasmico anter6grado que utiliza nervos do sistema simpatico ou
parassimpatico, sensitivos ou motores, mielinizados ou desmielinizados, e de varios
calibres (TORDO et al., 1998).

3.3 ECOEPIDEMIOLOGIA

A raiva € encontrada em todos os continentes, exceto na Antartica
(HEMACHUDHA et al., 2002). A mortalidade humana na Africa e na Asia por raiva
canina endémica foi estimada em 55.000 mortes por ano (56% na Asia e 44% na
Africa), a maioria em &reas rurais e em criancas (WHO, 2005). Em 1995, na
Tailandia foram registrados 74 ébitos por raiva humana, com aproximadamente 50%
dos casos em criangas e 22% na faixa etaria de 5 a 9 anos (SABCHAREON et al.,
1999).

Na natureza o virus da raiva é labil e inativado pela luz do sol, calor
dessecacdo e outros fatores ambientais, ndo sendo viavel fora do hospedeiro. Todos
os mamiferos sdo susceptiveis e podem transmitir o virus da raiva, mas o0s
reservatorios verdadeiros, que sdo responsaveis pela manutencdo da doenca a
longo prazo, sdo da ordem Carnivora e Chiroptera (RUPPRECHT et al.,, 2002;
2004).

Na cadeia epidemiolégica de transmissdo do virus da raiva se verifica um
ciclo silvestre que eventualmente extrapola para o ambiente doméstico, geralmente
rural e um ciclo urbano. Estes ciclos podem se entrelacar afetando as varias
espécies de mamiferos (MARCOVISTZ et al., 2005).
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O céao é o principal reservatério e vetor da raiva urbana para o homem nos
paises em desenvolvimento, em continentes como a Asia e a Africa, sendo
responsaveis pela maior parte dos 6bitos no mundo. Os gatos séo vetores eficazes,
mas nao servem como reservatorios (RUPPRECHT et al., 2002). Para estes
animais, imunizacdo e programas de controle populacional podem ser efetivos no
controle da raiva, tendo sido consideravel a reducdo do numero de casos na
Ameérica Latina nos ultimos anos (HEMACHUDHA et al., 2002).

A raiva silvestre, no entanto esta presente em todo o continente Americano,
parte do continente europeu, Asia e no resto do mundo, exceto em poucas ilhas.
Canideos silvestres sdo importantes reservatorios em diversas regides do mundo. A
raposa vermelha (Vulpes vulpes) € o principal hospedeiro na regido subartica e
nordeste da América do Norte, em todo leste e centro europeu e na regido subartica
e zona temperada da Asia. Em regides articas da América do Norte e Asia, a raposa
artica (Alopex lagopus) € o principal hospedeiro. Da mesma forma o chacal (Canis
sp), no sudeste da Africa, e provavelmente, areas mais amplas da Asia e Africa. No
Canada e nos EUA, o gamba (Mephitis mephitis) € a espécie mais frequentemente
diagnosticada com raiva. Outras espécies como Procyon lotor, Herpestes
auropunctatus, Urocyon cinereoargenteus mantém o ciclo silvestre principalmente na
América do Norte e Ilhas do Caribe (TORDO et al., 1998). Roedores e lagomorfos
nao sdo importantes na epidemiologia da doenca. A raiva que acomete morcegos
parece estar presente em todos 0s continentes, inclusive em areas onde a raiva
canina e de outros animais silvestres ja foi erradicada, como a Inglaterra e Austrélia
(RUPPRECHT et al., 2002).

Com o controle da raiva canina em diversos paises latino-americanos, 0
namero de casos de raiva transmitida por morcegos hematofagos tem aumentado,
sendo registrados 177 casos, nas décadas de 80 e 90, principalmente no Peru (78
casos) e no Brasil (43 casos) (SCHNEIDER et al., 2001).

Os morcegos hematéfagos pertencem a Ordem Chiropterae, subordem
Microchoropterae, familia Phyllostomidae, subfamilia Desmodinae, a qual é dividida
em trés géneros (Desmodus, Diphylla e Diaemus). Sao apenas trés as espécies de
morcegos hematéfagos (Diphylla ecaudata, Diaemus youngi e Desmodus rotundus)
e habitam exclusivamente a regido da América Latina, desde o norte do México até
o norte da Argentina (SCHNEIDER et al., 1995). A espécie Desmodus rotundus, com
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as subespécies Desmodus rotundus murinus e Desmodus rotundus rotundus séo as
Unicas que agridem humanos. A familia dos morcegos € a segunda maior familia de
mamiferos do mundo, com um total de 950 espécies e a primeira quanto a amplitude
de distribuicdo. A ordem Chiroptera hospeda seis dos sete genotipos dos lissavirus
descritos atualmente (BAER, 1991).

Morcegos hematdéfagos se alimentam de sangue de vertebrados,
principalmente herbivoros, sendo os bovinos a principal fonte de alimento para
esses animais. Quando bovinos ndo sao abundantes em determinada area, 0s
morcegos se alimentam de sangue de outros animais como equinos, caprinos,
suinos, cées, e humanos. Somente virus da raiva do genétipo 1 € transmitido pelos
morcegos hematofagos. Raiva paralitica bovina é freqientemente descrita em toda
América Latina. Sabe-se que os morcegos ndo hematofagos também podem ser
portadores e transmitir raiva ao homem, porém de forma acidental e em menor
propor¢cdo.0Os morcegos insetivoros constituem o principal reservatorio do virus da
raiva em todo o mundo, em quanto que os frutivoros também s&o reservatorios

importantes, porém s estdo presentes em areas tropicais (BAER, 1991).

Embora a raiva relacionada a mordedura de morcegos hematofagos ja tenha
sido descrita desde o século XVII, o primeiro surto de raiva transmitida por morcegos
hematofagos ocorreu em Trinidad na década de 30 com 55 Obitos. Desde entdo
foram registrados surtos no México em 1951 (5 Obitos), na Guiana Francesa em
1959 (9 6bitos), no Brasil, estado do Par4d em 1975 (6 6bitos), na Venezuela tribo
Yanomami em 1979, no Brasil, tribo Caiapé em 1991, entre outros (SCHNEIDER,
1995 ; 2001). Analisando oito surtos ocorridos no Brasil e Peru, Scheneider et al
(1995) observaram que a maioria deles ocorreu em pequenas localidades da zona
rural amazonica, com dificil acesso ao servigo de saude, moradias vulneraveis, com
pouco ou nenhum gado presente e com mudanga do processo de producao local.
No Brasil o morcego é o principal responsavel pela manutencédo da cadeia silvestre
da raiva e agressdes sdo comuns no norte do Brasil, porém poucos estudos
epidemiologicos tém sido realizados (MARCOVISTZ et al., 2005; SCHNEIDER et al.,
1996).

Em marco e abril de 2004, um surto de raiva transmitida por morcegos foi
notificado no Pard, municipio de Portel. Poucos meses depois, em maio deste

mesmo ano, outro surto foi notificado em Viseu, municipio do nordeste do estado.
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Um total de 21 pessoas morreu nestas duas cidades (15 casos em Portel e 06 em
Viseu). E importante salientar que a taxa de agress&o por morcego na regido ¢ alta e
gue 100% dos casos, ao serem agredidos, n&o tinham conhecimento da

necessidade de tratamento profilatico anti-rabico (BRASIL, 2004).

Em maio de 2005, 15 novos casos de raiva foram registrados no municipio de
Augusto Correa, proximo a Viseu no estado do Pard, e outros 24 casos, nos
municipios de Turiacu, Godofredo Viana, Carutapera e Candido Mendes, no Estado
do Maranhé&o, préximos aos municipios do nordeste paraense citados anteriormente.
A ocorréncia de tantos casos de raiva humana transmitidos por morcegos em
populacfes rurais representa um sério problema de saude publica atualmente no
Brasil (BRASIL, 2004; 2005).

Estes episédios mobilizaram as autoridades de saude com adocdo de
diversas medidas para controlar o surto na regido, incluindo ampla vacinagdo em
regime de pré e pos-exposicdo. Em em Augusto Correa, mais de 3.500 habitantes
do municipio receberam vacinacdo anti-rabica (Verorab®), tanto em esquema de
pos como em pré-exposicdo (SESPA). Alguns receberam doses de refor¢o, devido
possivel re-exposicdo ao virus da raiva, apds nova agressdo por morcegos
hemato6fagos (BRASIL, 2004; 2005).

3.4 QUADRO CLINICO

O virus da raiva € neurotropico e provoca uma encefalite aguda, com
sintomas compativeis com a forma encefalica (raiva furiosa, 70% dos casos), ou a
forma paralitica (raiva paralitica, 30% dos casos notificados). Sem tratamento
profilatico especifico, a mortalidade da raiva apés mordedura por cdo raivoso varia
de 38% a 57%, dependendo da severidade e localizagcdo do ferimento e da
concentracdo viral na saliva do animal agressor. Apés instalada, a raiva € uma
doenca fatal levando a 6bito em 7 dias (média de 5 dias) ap0s inicio dos sintomas na
forma encefélica e, em 2 semanas nas formas paraliticas (HEMACHUDHA et al.,
2002; JACKSON e WUNNER, 2002).
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A evolucéo clinica da raiva pode ser dividida em cinco estagios: periodo de
incubacédo, periodo prodréomico, fase neuroldgica aguda, coma e morte. O periodo
incubagédo mais comum é de 1 a 2 meses, mas pode variar de 7 dias a 6 anos.
Periodos muito curtos foram registrados apos inoculagao direta do virus no sistema
nervoso. Longos periodos foram associados a infeccao por lissavirus de morcego
australiano e, a imigrantes do sudeste da Asia (HEMACHUDHA et al., 2002). O
periodo prodromico esta relacionado a alteracfes disestésicas no local da leséo
como dor, formigamento e prurido, acompanhados de insbnia e seguida de febre,
anorexia, cefaléia, agitagcdo que se instalam em 2 a 5 dias (HEMACHUDHA et al.,
2002; MARCOVISTZ et al., 2005).

7z

A fase neurologica aguda da raiva classica € caracterizada por disfuncéo
mental. Em sua forma furiosa, a hiper excitabilidade é agravada pela sede, medo,
luz, barulho e outros estimulos. A febre se mantém e em 24 horas flutuacéo no nivel
de consciéncia, espasmos inspiratorios ou fobicos, e sinais de estimulacdo
autonémica se instalam. O estado mental alterna entre periodos de normalidade,
agitacao severa e depressdo. Aerofobia e hidrofobia podem aparecer isoladamente.
Durante os espasmos induzidos o paciente apresenta facies de medo e salivacao
intensa. Miose ou midriase, pilo erecéo localizada ou generalizada, edema pulmonar
neurogénico, sudorese profusa, priapismo e ejaculagdes espontaneas podem estar
presente. Na forma paralitica o diagnostico de raiva é extremamente dificil. Os sinais
cardinais aparecem tardiamente e ndo sao proeminentes, espasmos ocorrem em
cerca de 50% dos pacientes. Espasmos geralmente iniciam no membro agredido e
progride para os outros membros e musculos respiratérios. Outros achados sé&o
diparesia facial, febre persistente, disfungcdo vesical e presenca de edema a
percussao de certos grupos musculares (HEMACHUDHA et al., 2002).

ApOs instalado o coma, 0 paciente apresenta espasmos inspiratorios, dificeis
de detectar na raiva paralitica, taquicardia sinusal desproporcional a febre, arritmia
ventricular ou supraventricular por provavel mecanismo de leséo viral do sinus ou né
atrioventricular e miocardite. O coma precede a hematémese, registrada em 30 a
60% dos casos, e a insuficiéncia circulatéria que precede o 6bito na maioria dos
casos (HEMACHUDHA et al., 2002).
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3.5 DIAGNOSTICO

a) Diagnostico Clinico

O diagnostico clinico da raiva humana é dificil, exceto quando sinais de
hidrofobia ou aerofobia estdo presentes. Todavia, alguns pacientes apresentam
sintomas atipicos ou formas paraliticas semelhantes a Sindrome de Guillain-Barre
(WHO, 2005).

b) Diagndstico Laboratorial

O laboratério de rotina ndo € diagnostico. Hiponatremia é encontrada na
maioria dos casos devido ingesta inapropriada, ou sindrome da secrecéo
inapropriada de hormoénio anti-diurético. Porém a hipernatremia também pode estar
presente. O Liquido cefalorraquidiano pode estar normal ou apresentar pleiocitose
(HEMACHUDHA et al., 2002).

O diagnostico definitivo da raiva sé pode ser obtido pela investigacao
laboratorial (WHO, 2005).

b.1) Diagnostico intravitam

Secrecdes e fluidos bioldgicos (saliva, lagrima e LCR, etc.) e tecidos podem
ser utilizados para diagnéstico da raiva durante a vida. A sensibilidade das técnicas
diagnosticas varia de acordo com o estdgio da doenca, niveis de anticorpos,
eliminacado viral intermitente e treinamento técnico do examinador. Um resultado
positivo confirma o diagnostico de raiva, porém um negativo ndo o exclui (WHO,
2005).

A técnica Imunofluorescéncia direta (IFD), considerada método diagnéstico de
escolha desde a década de 60, € atualmente padrdo ouro no diagndstico da raiva,
por sua simplicidade, rapidez e taxa de falso negativos de 0.1%. A IFD pode ser
realizada em bidpsia de pele da regido da nuca com foliculos capilares contendo

nervos periféricos para pesquisa de antigeno viral. Recomenda-se o0 exame de pelo
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menos 20 cortes para deteccao de inclusdes de nucleocapsideo viral ao redor da
base dos foliculos capilares. Atualmente, IFD em impressfes de cérnea ndo sao
mais recomendadas (MARCOVISTZ et al., 2005; TORDO et al., 2004; WHO, 2005).

O isolamento viral pode ser realizado em cultura celular utilizando células de
neuroblastoma ou inoculagdo intracraniana em camundongos. Utilizam-se

preferencialmente amostras de saliva, lagrimas ou LCR (WHO, 2005).

Em pacientes ndo vacinados, anticorpos neutralizantes aparecem apos o
oitavo dia do inicio dos sintomas. A dosagem destes anticorpos no soro ou no LCR
pode ser realizada através das técnicas de RFFIT (Rapid Fluorescent Inhibition Test)
ou FANV (Fluorescent Antibody Virus Neutralization). A técnica de ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay ) utilizando proteina rabica purificada, é realizada
guando o RFFIT nédo esta disponivel, e determina os niveis de anticorpos anti-

glicoproteina (WHO, 2005).

O RNA do virus da raiva pode ser detectado através das técnicas de PCR em
diversos fluidos e amostras bioldgicas. Devem ser realizadas em combinacdo com
técnicas convencionais, pois podem produzir resultados falso positivos ou falso
negativos (WHO, 2005).

b.2) Diagndstico postmortem

O tecido cerebral é o specimem preferido para diagnostico postmortem em
humanos e animais. Em estudos de campo, quando a necrépsia néo € realizada,
coleta de amostra de tecido cerebral via trans-orbital ou trans-foramen magnum
pode ser utilizada. No século passado, até a década de 50, analise histopatolégica
do cérebro para pesquisa de Corpusculos de Negri era o principal teste laboratorial
para diagnéstico da raiva. Apesar de rapido, o teste apresenta baixa sensibilidade,
necessita de técnicos muito bem treinados, sendo substituido pela IFD
(MARCOVISTZ et al., 2005; TORDO et al., 1998).

Da mesma forma que intravitam, o diagndéstico postmortem pode ser realizado
através da técnica de IFD. Neste caso utiliza-se impressfes ou esfregacos de tecido

cerebral, preferencialmente do tronco cerebral, talamo, cerebelo ou Corno de
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Ammon no hipocampo (MARCOVISTZ et al. , 2005; TORDO et al., 1998; WHO,
2005).

O isolamento viral é realizado utilizando cultura em células de neuroblastoma
murino (NA CI300) e inoculagéo intracraniana em camundongos (MARCOVISTZ et
al., 2005; TORDO et al., 1998; WHO, 2005).

As técnicas de biologia molecular ndo sado recomendadas para o diagnéstico
de rotina postmortem (WHO, 2005).

c) Diagnéstico Radiolégico

A Ressonancia Nuclear Magnética de Cranio pode ser util no diagnéstico nas
formas encefalicas e paraliticas. Distribuicdo similar das imagens de discreto
hipersinal T2 anormal definidora de doengca envolvendo o tronco cerebral,
hipocampo, hipotalamo, substancia branca profunda e subcortical, substancia
cinzenta profunda e cortical com varios graus de severidade dependendo do estagio
da doenca. Realce de contraste aparece claramente apenas nos estagios terminais
da doenca (HEMACHUDHA et al., 2002; WHO, 2005).

d) Diagnéstico Diferencial

A OMS recomenda investigacéo diagndstica da raiva em todos os casos de
encefalite (WHO, 2005). Encefalite pelo virus do Oeste do Nilo pode apresentar
paralisia flacida difusa em 10% dos casos, porém sem padrdao de progressao
ascendente. O quadro clinico da encefalite Japonesa inclui fragueza muscular
puramente motora e, assimétrica, semelhante a poliomielite. Sinais de
comprometimento do tronco cerebral foram descritos em encefalites pelo
enterovirus-71 e virus Nipah. Doencas como porfiria hepatica aguda (distUrbios
neuropsiquiatricos), tétano (espasmos musculares) e situacdes como uso de drogas
de abuso, ingestéo alcodlica e delirium tremens, também fazem parte do diagnostico
diferencial da raiva (HEMACHUDHA et al., 2002).
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O principal diagnéstico diferencial da raiva paralitica € com a forma axonal da
Sindrome de Guillain Barre (GBS). A GBS apresenta como sintoma principal
paralisia ascendente evoluindo com acometimento da musculatura respiratoria.
Disturbios metabdlicos podem estar presentes em ambos diagndésticos
(HEMACHUDHA et al., 2002).

3.6 TRATAMENTO

a) Tratamento Clinico

Por ser uma doenca frequentemente fatal, o tratamento clinico da doenca
instalada é puramente sintomatico com intuito de reduzir o grau de agitacéo e dar
conforto ao paciente e aos seus familiares. Existem seis casos bem documentados
de sobreviventes de raiva. Cinco haviam recebido vacinacdo pré-exposicdo e
apenas um sobreviveu sem tratamento profilatico. Todos apresentaram seqielas
neurologicas importantes (WARRELL e WARRELL, 2004; WILLONGHBY et al.,
2005). Tratamentos utilizando drogas antivirais como ribavirina, vidarabina, aciclovir,
altas doses de imunoglobulina, corticéides foram testados, porém ndo obtiveram
sucesso (HEMACHUDHA et al., 2002; JACKSON et al., 2003).

Em dezembro de 2004, na cidade de Milwaukee, uma paciente sobreviveu
apos ter sido infectada pelo Virus da Raiva transmitida por morcego. O tratamento
instituido baseou-se essencialmente no controle da disautonomia e do edema
cerebral apresentados durante a fase final da doenca; o sistema imunoldgico
encarregaria-se do clereance viral (WILLOUGHBY et al., 2005). Este acontecimento
e o protocolo criado (Protocololo de Milwaukee) abre uma nova perspectiva para o

futuro do tratamento da raiva humana.
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b) Tratamento Profilatico (ANEXO A)

A forma de tratamento mais bem sucedido apds possivel exposi¢cdo ao virus
da raiva € a imunoprofilaxia. O custo mundial do tratamento preventivo € estimado
em U$ 1 bilhdo anualmente. Continentes como a Asia e a Africa gastam U$ 583,50
milhdes por ano, enquanto que os EUA e a Europa U$ 300 milh6es. Na América
Latina, os programas nacionais para o controle da raiva utilizaram U$ 10.980.892 no
ano 2000 e U$ 22.215.289 em 2001. Em 2004, o Brasil investiu U$ 24 milh6es em
prevencdo da raiva, incluindo custos em vacinas animais e humanas,
imunoglobulinas, diagnoéstico laboratorial, pessoal médico e veterinério, e
treinamento para as campanhas vacinais em animais. O tipo de vacina, o niumero de
doses, via de administracdo e o tipo de imunoglobulina utilizada, influenciam no
custo do tratamento (WHO, 2005).

Nas duas ultimas décadas houve um consideravel progresso na producéo de
vacina antirabicas. Atualmente somente vacinas produzidas em culturas de células
ou em ovos embrionados purificados sdo recomendadas pela OMS. Estas tém sido
amplamente estudadas nos Uultimos anos e apresentam comprovada eficacia,
imunogenicidade e seguranca, podendo ser administradas em regime de pré ou pés-
exposicao, em imunodeprimidos e em gravidas (BRIGGSI et al., 2001; KULKARNI et
al.,, 2007; SABCHAREON et al., 1999; SUDARSHAN et al., 2007; WHO, 2005).
Entretanto, pelo baixo custo, vacinas de tecido cerebral ainda sdo amplamente
utiizadas em alguns paises em desenvolvimento, porém com menor eficacia e
responsaveis por efeitos colaterais severos e prolongados estimados em 0.3 a 0.8
por mil vacinados (WHO, 2005). Vacinas antirabicas induzem uma resposta imune
ativa que inclui a producéo de anticorpos neutralizantes que se desenvolvem em 7 a

10 dias e persiste por 2 anos ou mais (MMWR, 1999).

As vacinas mais recentes sao produzidas em cultura de células (diploides
humanas, células Vero, células de embrido de galinha etc.) com amostras de virus
P.V. ou PITTMAN - MOORE (P.M.) inativados pela betapropiolactona. Sé&o
apresentadas sob a forma liofilizada, acompanhadas de diluente; devem ser
conservadas em geladeira, fora do congelador, na temperatura entre + 2°C a + 8°C,
até o momento de sua aplicacdo, observando o prazo de validade do fabricante. A

poténcia minima destas vacinas é 2,5 Ul/dose. No Brasil, sdo utilizadas ha
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aproximadamente cinco anos. A Purified vero cell rabies vaccine, Verorab®, Sanofi
Pasteur (PVRV), € uma das vacinas mais potentes e seguras que a Fuenzalida &
Palacios modificada, além de ser isenta de risco. (BRASIL, 2002; BRASIL, 2005b;
TOOVEY, 2007).

A PVRV (Purified vero cell rabies vaccine, Verorab®, Sanofi Pasteur), vacina
liofilizada e inativada produzida com a cepa Flury LEP, é utilizada no Brasil ha
aproximadamente 5 anos (BRASIL, 2002; TOOVEY, 2007).

As imunoglobulinas anti-rdbicas promovem uma imunidade rapida e passiva
gue persiste por apenas um curto periodo de tempo (meia vida de aproximadamente
21 dias). Existem 3 tipos de imunoglobulinas atualmente disponiveis: Imunoglobulina
humana hiperimune anti-rabica (soro homalogo), imunoglobulina anti-rabica equina
(soro heterdlogo), e produtos F(ab’)2 altamente purificados produzidos a partir do
soro heterdlogo (BRASIL, 2002; WHO, 2005).

b.1) Tratamento Pré-Exposicédo

A profilaxia pré-exposicdo ndo tem o intuito de prover imunidade a longo
prazo, mas sim induzir memoéria imunologica que possa ser reforcada apos
exposicdo a um animal potencialmente rabico (RANNEY et al., 2006). E
recomendada em situacdes de alto risco de exposicdo ao virus, como em
profissionais que trabalham com diagndstico da raiva, pesquisadores em
laboratorios, veterinarios, manipuladores de animais, reabilitadores de animais,
oficiais que trabalham com vida selvagem (MMWR, 1999; TORDO et al., 2004,
WHO, 2005). Viajantes internacionais podem ser candidatos ao esquema preé-
exposi¢cdo se permanecerdo por certo periodo em contato com animais em area
onde a raiva canina € enzooética e 0 acesso imediato ao tratamento profilatico é
limitado (MMWR, 1999).

No Brasil, atualmente, a profilaxia pré-exposi¢cdo é composta de trés doses da
vacina de cultivo celular nos dias 0, 7 e 28, por via intramuscular. Profissionais que
permanecem em situacfes de alto risco de exposicdo devem ter seus titulos de

anticorpos testados a cada 6 meses e devem receber refor¢co vacinal quando os
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niveis estiverem abaixo de 0.5 Ul/mL (BRASIL, 2002; WHO, 2005). A vacinagao pré-
exposicao nao elimina a necessidade de vacinacao apds exposi¢do, porém reduz o
namero de doses de vacina (apenas duas doses de refor¢co, administradas em trés
dias de intervalo) e dispensa a imunoglobulina, desta forma tornando a terapia mais
simples e de menor custo (MMWR, 1999; WHO, 2005).

Nao ha registro de Obito por raiva em pacientes que receberam tratamento
pré-exposicdo com doses adequadas seguido de dose de reforco pds-exposicdo
(WARRELL e WARRELL, 2004).

Em estudo controlado e randomizado, envolvendo estudantes de medicina
veterinaria vacinados com 3 doses da vacina anti-rabica de célula dipléide humana
por via intradérmica, concomitante com profilaxia para malaria com cloroquina,
encontrou-se reducdo na producgao primaria de anticorpos (PAPPAIOANOU, 1986).
A OMS recomenda que pessoas que estejam recebendo profilaxia para malaria ou
gue sejam incapazes de completar as 3 doses da vacinacdo anti-rabica pré-
exposicao antes da quimioprofilaxia para maléria, recebam a pré-exposi¢cao por via
intramuscular (WHO, 2005).

b.2) Tratamento Pés-Exposicao

O tratamento pos-exposi¢ao tem sido realizado desde o final do século XIX e
€ considerado uma urgéncia médica (MMWR, 1999). O esquema utilizado deve levar
em consideracédo as caracteristicas do ferimento e as condicdes do animal agressor.
Nos acidentes classificados na Categoria Il da OMS (acidentes graves), 0
tratamento pos-exposi¢cdo completo consiste em: limpeza do ferimento, vacinagdo e
infiltragdo da imunoglobulina. O ferimento deve ser lavado imediatamente com agua,
sabdo e/ou um antisséptico viruscida. A imunoglobulina (Ig) humana ou equina deve
ser administrada apenas uma vez, para pacientes nao vacinados previamente,
juntamente com a primeira dose da vacina ou até o 7° dia, enquanto a producdo de
anticorpos em resposta a vacina se desenvolve. A Ig deve ser infiltrada no local da
leséo e, o volume restante, em local distante da vacina. Cinco doses da vacina séao

recomendadas nos dias 0, 3, 7, 14 e 28. A observacdo do animal agressor por dez



28

dias é valida somente para cdes e gatos (MMWR, 1999; BRASIL, 2002; WHO,
2005).

Em certos paises, 50% das vitimas de raiva sdo criangcas (WHO, 2005).
Certos autores questionam o fato de que visitantes destes paises recebem profilaxia
pré-exposicdo, enquanto que a populacdo mais vulneravel de criancas vivendo na
area de alto risco é deixada desprotegida. Estudos de farmaco-economia tém
demonstrado a vantagem em se estabelecer um programa de vacinacdo pre-
exposicdo em escolares nestas regides, porem os dados ainda sdo insuficientes
para expandir esta estratégia para outros paises onde a raiva € endémica. A
resposta primaria e ap0s reforco em criancas, apés administracdo de vacinas
celulares, em pré e pbés-exposicdo e por diversas vias, é adequada (SABCHAREON
et al., 1999). Diversos trabalhos para avaliar a resposta vacinal e ao reforco da
vacina tém sido realizados com populagédo de adultos sadios com excelente resposta
na producéo de anticorpos em ambas situacdes (BRIGGS et al., 2001; KULKARNI et
al.,, 2007; MALERCZYK et al., 2007; RANNEY et al., 2006). Porém, alguns estudos
realizados em grupos de individuos com faixa etaria acima de 50 anos, apresentam
resultados conflitantes quando comparam a resposta imune primaria e o nivel de
producdo de anticorpos neutralizantes, mas sempre com excelente resposta
anamnéstica apos reforco (MASTROENI et al., 2004; STRADY et al., 2000).

Evidéncias indicam gque existe dimorfismo sexual na resposta imune e nos
aspectos imunolégicos e neuroendocrinos nas fases agudas de processos
inflamatorios (SPITZER, 1999). Briggs et al (2001), estudando doses de reforco em
estudantes de medicina veterinéria, encontrou concentracdo de anticorpos antivirus
da raiva trés vezes mais elevada em pacientes do sexo feminino. Por outro lado,

Strady et al (2000) né&o ratificaram esta observacéo.

Vacinas anti-rabicas tém sido utilizadas por décadas, mas héa limitada
informacdo publicada sobre quanto tempo apos ter recebido a primeira dose da
vacina, o individuo continuara desenvolvendo uma resposta anamnéstica apés uma
dose de reforgo vacinal ter sido administrado (MALERCZYK et al, 2007).
Atualmente a OMS recomenda duas doses de refor¢co da vacina (dias 0 e 3) em
caso de suspeita de reinfec¢cdo (WHO, 2005). Alguns estudos tém demonstrado que,
em determinadas populacfes, apenas uma dose de refor¢co da vacina anti-rabica

seria suficiente para garantir a protecdo desejada (BRIGGS et al., 2001; LEMOS et



29

al.,, 1992; VODOPIJA et al., 1997). Além disso, estudos soroldgicos tém mostrado
titulos de anticorpos neutralizantes superiores a 0.5 Ul/mL podendo permanecer
nesse nivel varios anos apos vacinacdo completa (STRADY, 1998; 2000). Um
estudo mostra que em regime de pos-exposi¢cao, quatro inje¢des intradérmicas com
vacina de células embrionarias purificadas de galinha ou vacina purificada de células
vero, ocorre a manutencado de titulos aceitaveis de soroprotecéo a partir do 14° dia
da primeira dose da vacina, mantendo-se por pelo menos 104 dias (AMBROZAITIS
et al., 2006). Outros autores encontraram niveis de anticorpos neutralizantes
detectaveis e uma boa resposta anamnéstica apés um ano, mesmo em pacientes

gue receberam apenas uma dose de vacina (KHAWPLOD et al., 2007).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o impacto da vacinagdo contra raiva no estado imunologico de

individuos vacinados em situag&o de pré e pos-exposicao.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a prevaléncia de anticorpos antivirus da raiva na populacdo

vacinada de Augusto Corréa nos anos de 2004, 2005 e 2006.

- Descrever dados demograficos e epidemioldgicos da populacdo e das

eventuais novas agressées por morcegos.

- Correlacionar a prevaléncia de anticorpos com as doses de vacina

realizadas em pré e pds exposicao.
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5 MATERIAL E METODOS

Este estudo faz parte do projeto “Persisténcia de anticorpos neutralizantes
contra o virus rabico apo6s vacinacao pré e pos-exposicao e doses de reforgo,
em populacado de area rural exposta a agressdo por morcegos hematéfagos no
Brasil”, financiado pela Sanofi Pasteur®, em parceria com o Instituto Pasteur (Paris
— Franca), Centro de Controle de Zoonoses (Sédo Paulo — SP) e Instituto Evandro
Chagas (Belém — PA), aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa com
parecer n° 402/2007 (ANEXO B)

5.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo monocéntrico, descritivo, analitico, prospectivo, para avaliar a
presenca e manutencdo de anticorpos neutralizantes antivirus da Raiva, em
individuos expostos ao virus transmitido por morcegos e previamente vacinados, em
esquemas de pré ou pos-exposicdo no ano de 2005, no municipio de Augusto

Corréa.

5.2 POPULACAO DE ESTUDO E AMOSTRA

O estudo foi realizado na Unidade Basica de Salde de Arai, uma das nove
Unidades de Saude de Augusto Corréa-Para (figura 1). O municipio de Augusto Corréa possui
cerca de 27.000 habitantes, a maioria desenvolvendo atividade de pesca e agricultura e foi um
dos municipios onde ocorreram 0s surtos de raiva transmitida por morcegos nos anos de 2004
e 2005. Apds o ultimo surto em 2005, cerca de 3.500 pessoas receberam vacina antirrabica,
em esquemas de poOs-exposicdo com 5 doses (vacina nos dias 0, 3, 7, 14 e 28), ou pré-
exposi¢do com 3 doses (dias 0, 7 e 21 ou 28). Cerca de 3500 habitantes de Arai, comunidade
rural do municipio de Augusto Corréa, foram vacinados. A vacina utilizada foi a Verorab®
preparada a partir da cepa WISTAR PM/WI 38-1503-3M, cultivados sobre células VERO
(uma linhagem continua de células de rim de macaco verde africano), as quais foram
adaptadas para cultivo em grande escala sobre microcarreadores (VACINA ,2009). Como nao

foi atingido o nimero desejado de amostras entre os individuos habitantes de Arai, outros



32

vilarejos proximos onde a populacdo também foi vacinada contra a raiva em 2005, e que
também fazem parte do municipio de Augusto Corréa, foram incluidos no estudo: Nova

Olinda, Cachoeira e Porto do Campo.

Estado do Para

Ameérica do SuliBrasilfPara

Augusto Correa
Braganga@

Belém

Breves
)

Figura 2 — Local do estudo.
Fonte: adaptado de Da Rosa et al., 2006.

O tamanho da amostra foi baseado na precisédo de soroprotecéo
esperada (intervalo de confiangca de 95% - IC 95%). Considerando que a taxa de
soroprotecdo esperada era de 90% apoés 3 anos da primovacinagao, 140 individuos
seriam suficientes para garantir IC de 5%. Porém, levando em conta uma perda de
30% dos individuos apés 3 anos da primovacinacao, 200 individuos deveriam ser
incluidos. Entretanto, para compensar as perdas de amostras, quantidade de soro

insuficiente, analises de subgrupos, o tamanho da amostra foi de 509 individuos.

5.3 PROCESSO DE RECRUTAMENTO DA POPULACAO:

O registro de vacinagcdo com os nomes dos habitantes de Augusto
Corréa, que foram vacinados em pré ou pos-exposicdo estava disponivel na
secretaria municipal de saude de Augusto Corréa. ApOs aprovacdo pelo Comité
Nacional de Etica em Pesquisa, parecer n° 202/2007, uma equipe do estudo se
encarregou de divulgar a pesquisa através de cartazes, nos quais constaram
informacdes sobre a raiva humana transmitida por morcegos, a natureza do estudo e
como este seria realizado. Os agentes comunitarios de saude do local foram

envolvidos para recrutar a populagéo.
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5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Individuos incluidos na lista de registro de vacina da secretaria de

saude de Augusto Corréa, como imunizados contra a raiva em 2005 ; e

e Habitantes de Augusto Corréa e que ndo pretendiam mudar de

municipio nos proximos 12 meses apos inicio do estudo ; e

e Individuos que estivessem disponivel para as visitas todos os anos
(total de 3 anos) e que aceitassem em participar de todas as etapas do

estudo ; e

e Individuos que lessem e assinassem o termo de consentimento livre e
esclarecido, quando > 18 anos de idade, ou responsavel se menor de
idade (APENDICE A).

Foram excluidos da pesquisa todos 0s pacientes que nao

preencheram os critérios acima relacionados.

5.5 PROCEDIMENTOS

Durante todo o periodo de estudo, os individuos que concordaram em
participar foram submetidos a questiondrio para a colheita das seguintes
informacdes (APENDICE B):

1. Dados demograficos

2. Histdria meédica relevante desde o periodo de vacinacdo até a data da
investigacéao

3. Medicamentos utilizados desde o periodo de vacinacéo até a data da investigacéo
4. Histoéria de imunizacé&o antirrabica

5. Histdria de exposicdo a morcego hematéfago ou outros animais vetores do virus

da Raiva.
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Foram colhidos 5 mL de sangue para dosagem de anticorpos antivirus da
Raiva utilizando o teste SFIMT. Individuos com anticorpos neutralizantes < 0.5 lU/mL

foram contatados para receber uma dose de reforco.

5.6 COLHEITA DOS ESPECIMENS CLINICOS E TESTES LABORATORIAIS

5.6.1 Colheita e processamento do sangue

Foram colhidos 5 mL de sangue venoso de cada participante do estudo. Os
tubos contendo o sangue dos pacientes foram armazenados a 4°C por ndo mais de
2h antes da centrifugacdo. Apos centrifugacéo, o soro foi distribuido em 4 aliquotas
de 0,5 mL, as quais foram mantidas resfriadas a 4°C, por no maximo 4-5 dias, e
posteriormente congeladas a -20°C. Uma das aliquotas foi enviada ao Laboratorio
de Zoonoses e Doencas Transmitidas por Vetores do Centro de Controle de
Zoonoses (LabZoo/CCZ) da cidade de S&o Paulo, para testes laboratoriais. Outras
duas aliquotas foram enviadas ao Instituto Pasteur, Paris (Franca) para testes
laboratoriais complementares. A quarta aliquota foi armazenada em freezer -70°C,

no Instituto Evandro Chagas, Belém, Para.

Todas as amostras foram testadas em laboratérios de seguranca 2 e 3 (NB2 e
NB3), obedecendo normas de biosseguranca, por considerar que as mesmas
poderiam estar contaminadas com outros patdgenos como arbovirus, HIV, HBV,

HCV, Plasmaddio, entre outros.

5.6.2 Técnica De Microteste De Inibicdo De Fluorescéncia Simplificado

Os soros colhidos foram enviados para o Centro de Controle de Zoonoses de
S&o Paulo e testados pela técnica de Microteste de Inibicdo de Fluorescéncia
Simplificado que consiste na soroneutralizacdo em cultura celular para determinagcao

de anticorpos neutralizantes para o virus da raiva (SFIMT Favoretto et al, 1993), a
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fim de determinar a presenca de anticorpos neutralizantes especificos contra o virus

daraiva (Anexo C)

O Microteste de Inibicdo de Fluorescéncia Simplificado é considerado positivo
guando anticorpos neutralizantes antivirus da raiva = 0.5 IU/mL no soro da amostra
testada (Favoretto et al, 1993). Os resultados obtidos com anticorpos neutralizantes

< 0.5 IU/mL receberam doses de reforco.

5.7 METODO ESTATISTICO

A avaliagdo da imunogenicidade foi realizada em varios niveis de
comparacgdo. Inicialmente a amostra foi avaliada conforme a Pré-exposi¢cdo ou a
PoOs-exposicdo, em seguida avaliou-se a influéncia do histérico de malaria, e
posteriormente a avaliacdo do resultado entre as comunidades. Para atingir os
objetivos deste estudo foram aplicados métodos estatisticos descritivos e
inferenciais, conforme a distribuicdo da cada variavel, de acordo com a metodologia
relatada em Ayres et. al. (2004). Para avaliar se as variaveis quantitativas
apresentavam carcteristicas gaussianas foi utilizado o teste de normalidade de
D’Agostino-Pearson. As variaveis antropométricas e as variaveis de resposta
imunoldgicas ndo apresentaram normalidade, portanto a ANOVA de Kruskal-Wallis
foi aplicada para comparar a distribuicdo das varidveis quantitativas, quando a
ANOVA obteve p-valor foi realizado o pos-teste de Student-Newman-Keuls. A
distribuicdo das variadveis qualitativas foi avaliada pelo teste do Qui-Quadrado de
aderéncia (Goodness of fit) onde as ocorréncias foram comparadas com a

distribuicdo proporcional ao tamanho de cada amostra.

5.8 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho esta inserido no projeto de pesquisa intitulado “Persisténcia de

anticorpos neutralizantes contra o virus da raiva ap0s vacinacao pré e pos-
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exposicao e doses de reforco, em populacdo de area rural exposta a agressao por
morcegos hematéfagos no Brasil” e foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa com parecer n° 402/2007.

Todos os participantes da pesquisa foram informados previamente sobre a
importancia do estudo e depois solicitado sua permissao, através da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme rege a Resolucdo 196/96,
do Conselho Nacional de Saude, sobre os aspectos éticos envolvendo a pesquisa

com seres humanos (Apéndice A).

Apos a visita, individuos que apresentaram titulos de anticorpos < 0.5 IU/mL,

receberam doses de refor¢o da vacina anti-rabica, 3-6 meses depois.
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6 RESULTADOS

No periodo de 2 a 7 de junho de 2007, foram entrevistados 509 individuos
residentes em 4 comunidades do Municipio de Augusto Corréa e coletadas as
amostras de sangue, as quais foram processadas conforme metodologia descrita.
Quatro amostras foram retiradas do estudo devido hemdlise (1) e formularios com
dados incompletos (3). As comunidades de Arai (137), Porto do Campo (73),
Cachoeira (110) e Nova Olinda (185) foram incluidas no estudo. Nenhum individuo
relatou antecedente de hanseniase ou ter recebido soro devido acidente por animal
peconhento. Todos os participantes que receberam vacina em esquema de pré-
exposi¢cdo completaram as 3 doses e nao receberam reforco, uma vez que ninguém
relatou nova agressdo por animal. Todos o0s casos de malaria registrados, no
periodo entre a vacinacdo e a coleta da amostra, foram tratados com cloroquina e

primaquina conforme recomendacdo do ministério da saude (MS/FNS, 2001).

Os pacientes foram agrupados segundo esquema vacinal recebido em:

- Grupo A: Pacientes que receberam profilaxia p6s-exposi¢cao incompleta (2,

3 ou 4 doses)

- Grupo B: Pacientes que receberam profilaxia pos-exposi¢cdo completa.

- Grupo C: Pacientes que receberam profilaxia pds-exposicao e reforco.

- Grupo D: Pacientes que receberam profilaxia pré-exposi¢cédo completa.

A amostra é constituida de 218 (43.2%) individuos do sexo masculino e 287
(56.8%) do sexo feminino. A proporcao da variavel sexo (M/F) nos diversos grupos
apresenta a seguinte distribuicdo: Grupo A 6(66.7%)/ 3(33.3%); Grupo B
244(56.9%)/185(43.1%); Grupo C 7(77.8%)/2 (22.2%); e Grupo D
30(51.7%)/28(48.3%). Para avaliar a distribuicdo da variavel Sexo nos diversos
grupos, foi aplicado o teste do Qui-Quadrado de Aderéncia o qual obteve p-valor =
0.1198, nao significante, portanto ndo ha diferencas significante entre os grupos
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Distribuicdo da variavel Sexo nos diversos
grupos e na amostra completa.

Grupo | Grupo Grupo Grupo
A B C D Geral
(n=9) | (n=429) (n=9) (n=58) (n=505)
Feminino 3 185 2 28 218
33.3% 43.1% 22.2% 48.3% 43.2%
Masculino 6 | 244 7 30 287

66.7% 56.9% 77.8% 51.7% 56.8%
p-valor = 0.1198 (x*=5.838, GL=3)

Quando avaliamos os niveis de anticorpos neutralizantes em funcédo do sexo
do paciente através do Teste U de Mann-Whitney encontramos p-valor = 0.0151, o
gual indica que ha evidéncias suficientes para atestar que 0 sexo feminino apresenta

niveis mais elevados de anticorpos (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribugcdo da imunogenicidade em funcao
do sexo do paciente.

Feminino Masculino

(n=218) (n=287)
Minimo 0.05 0.05
Maximo 4.5 4.5
Mediana 1.5 1
Média Aritmética 1.7603 1.5243

p-valor = 0.0151* (Teste U de Mann-W hitney)

A idade média da amostra foi de 16 anos (variando de 2 a 83 anos). Trinta e
oito pessoas (7.52 %) tinham idade inferior a 5 anos, 21.38% (108) tinham entre 5 e
10 anos, entre 10 e 20 anos tinham 28.51% (144), entre 20 a 30 anos 17.62%(89),
entre 30 e 40 anos 9.3% (47), entre 40 e 50 anos 67.32% (34), entre 50 e 60 anos
57.42%(29) e igual ou maior que 60 anos 31.68%(16). As diversas faixas etarias
estdo distribuidas nos diversos grupos conforme tabela 4. A ANOVA de Kruskal-
Wallis foi aplicada para comparar a distribuicdo da idade entre os grupos, o p-valor =
0.0144 é significante indicando que a idade € um fator de distingdo entre 0s grupos.
Quando foi aplicado o poOs-teste de Student-Newman-Keuls a comparacao entre os

Grupos B e D obteve p-valor = 0.0022, altamente significante, indicando que estes
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grupos sao constituidos por individuos com faixas etéarias diferenciadas. O grupo B

(pbs-exposicao completa) é constituido de individuos mais jovens (Tabela 3 e 4).

Tabela 3 — Descricdo da variavel ldade nos grupos
Grupo Grupo Grupo Grupo

A B C D

(n=9) (n=429) (n=9) (n=58)
Minimo 6 2 7 2
Maximo 55 82 49 83
Mediana 21 15 16 25

p-valor = 0.0144 (ANOVA de Kruskal-Wallis)

Tabela 4 — Descricdo davariavel ldade nos grupos e na amostra
completa conforme faixa etaria.

Grupo Grupo Grupo Grupo

a. Faixa Etéaria A B C D Geral
(n=9) (n=429) (n=9) (n=58) (n=505)

<5 anos 0 35 0 3 38
5 10 2 98 1 7 108
10 |—20 2 126 4 12 144
20 30 1 75 2 11 89
30 —40 2 33 1 11 47
40 50 1 25 1 7 34
50 —60 0 24 0 5 29
> 60 0 14 0 2 16

P-valor < 0.0001

A andlise dos niveis de anticorpos neutralizantes em funcao da variavel idade,
revela que o p-valor (< 0.0001) é altamente significante, o que nos permite concluir
gue ha uma diferengca nos niveis de anticorpos neutralizantes entre os dois grupos
(abaixo e acima de 22 anos). O nivel de anticorpos em Ul/mL variou de 0.16 a 4.5,
com mediana de 1.5 e média aritmética de 1.78, nos individuos com 22 anos ou
menos. Nos individuos acima de 22 anos, a variacdo foi de 0.05 a 4.5, com mediana
de 1.0 e média aritmética de 1.34. Esta diferenga torna-se evidente principalmente
quando se observa a mediana, onde o0 grupo com idade < 22 anos supera 0

individuos acima de 22 anos em 0.5 Ul/ml.
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Na analise das amostras pelo teste de Favoretto, 90.5% dos individuos apresentaram
titulos de anticorpos acima de 0,5 UlI/mL. No grupo A (pos-exposi¢do incompleta), todos os
individuos apresentaram positividade no teste. JA no grupo B (pds-exposicao completa), 90%
(386) foram positivos. A positividade ao teste nos grupos C (p6s-exposicdo com reforco) e D
(pré-exposicdo) foram de 88.9% (8) e 93.1% (54), respectivamente. Para avaliar a distribuicdo
da variavel resposta imunoldgica a vacina, foi aplicado o teste do Qui-Quadrado de Aderéncia
0 qual obteve p-valor = 0.9843, ndo significante, portanto ndo ha diferenca significante entre a

resposta imunoldgica a vacina nos diferentes grupos (Tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicdo da resposta imunoldgica a vacina, ponto de
corte onde o teste Favoretto > 0,5 Ul/mL é considerado positivo.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Geral

(n=9) (n=429) (n=9) (n=58) (n=505)
Positivo 9 386 8 54 457
100.0% 90.0% 88.9% 93.1% 90.5%
Negativo 0 43 1 4 48
0.0% 10.0% 11.1% 6.9% 9.5%

p-valor = 0.9843 (3?=0.151, GL=3)

O histérico de malaria apés vacinacao esteve presente em 10.9% da amostra
(55 casos). Os grupos A e C ndo apresentaram registro de tratamento prévio para
malaria. No grupo B (pos-expostos), 12.1% (52) dos pacientes tinham histérico de
tratamento para malaria. Os 3 casos restantes (5.2%) pertenciam ao grupo D (pré-

expostos).

Tabela 6 — Distribuicdo da historia de maléria nos grupos e
na amostra geral.

Grupo Grupo Grupo Grupo

Hist. Malaria A B C D Geral
(n=9) (n=429) (n=9) (n=58) (n=505)
Presente 0 52 0 3 55
0% 12.1% 0% 5.2% 10.9%
Ausente 9 377 9 55 450

100%  87.9%  100% 94.8%  89.1%
p-valor = 0.9133, x*=0.525, GL=3.

A distribuicao do histérico de malaria foi avaliada pelo teste do Qui-Quadrado,

onde as ocorréncias foram comparadas com a distribuicdo proporcional ao tamanho
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de cada amostra, portanto caracterizando um teste nao-paramétrico de aderéncia, o
gual obteve p-valor = 0.9133, néo significante, portanto, podemos concluir os casos

de malaria estéo proporcionalmente distribuidos entre os grupos (Tabela 6).

Quando analisamos a positividade do teste Favoretto em relacdo ao historico
de maléaria pelo teste do Qui-Quadrado, o valor de obtido n&o foi significante (p-
valor= 0.9993), indicando que resultado do teste Favoretto n&do sofreu influéncia pelo

histérico de maléaria (Tabela 7).

Tabela 7 — Distribuicdo daresposta imunoldgica, com base no ponto de corte x
>0.5 Ul/ml, conforme a histéria de malaria nos grupos e na amostra geral.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Geral
Ausente Malaria Ausente Ausente Malaria Ausente Malaria Ausente
(n=9) (n=52) (n=377) (n=9) (n=3) (n=55) (n=55) (n=450)

Positivos 9 47 339 8 3 51 50 407
100.0% 90.4% 89.9%  88.9% 100.0% 92.7%  90.9%  90.4%
Negativos 0 5 38 1 0 4 5 43

0.0% 9.6% 10.1% 11.1% 0.0% 7.3% 9.1% 9.6%

p-valor = 0.9993 (y? = 0.178, GL = 5)

A resposta imunoldgica (teste positivo >0.5) conforme as comunidades foi
avaliada pelo teste do Qui-Quadrado, onde as ocorréncias foram comparadas com a
distribuicdo proporcional ao tamanho de cada comunidade, portanto caracterizando
um teste ndo-paramétrico de aderéncia, o qual obteve p-valor = 0.8977, nado
significante, logo, podemos concluir que a boa resposta imunoldgica, com
manutencdao de titulos acima de 0,5 Ul/mL esta proporcionalmente distribuida entre

as comunidades (Tabela 8).

Tabela 8 — Distribuic&o daresposta imunoldgica, com base no ponto de corte =
0.5 Ul/mL:, conforme a comunidade.

Negativos Positivos
X < 0.5 Ul/mL x = 0.5 Ul/mL Total
Comunidade Arai 8 5.8% 129 94.2% 137
Comunidade Porto do campo 12 16.4% 61 83.6% 73
Comunidade Cachoeira 10 9.1% 100 90.9% 110
Comunidade Nova Olinda 18 9.7% 167 90.3% 185
Total 48 9.5% 457 90.5% 505

p-valor = 0.8977 (x?=0.594, GL=3)
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Vinte e seis novas agressdes por animais (5.15% da amostra) foram
registradas apd6s a vacinac¢ao inicial. Os animais envolvidos nas novas agressdes
foram o cdo 57.7% (15), o morcego 26.9%(7) e o macaco 15.4 % (4).



43

7 DISCUSSAO

Diversos estudos comprovam a eficacia e imunogenicidade das modernas
vacinas de cultura celular utilizadas mundialmente, seja em regime de pré ou poés-
exposicao, por via subcutanea, intradérmica ou intramuscular e nas diversas faixas
etarias (BRIGGS et al.,, 2001; KULKARNI et al.,, 2007; MALERCZYK et al., 2007;
RANNEY et al., 2006; SABCHAREON et al., 1999). Em nossa casuistica, todos os
pacientes receberam a vacina PVRV (Purified vero cell rabies vaccine, Verorab®,
Sanofi Pasteur), vacina liofilizada e inativada, para tratamento pré ou pds-exposicao
(TOOVEY, 2007; BRASIL, 2002). Duzentos e dezenove pacientes (43.4%) expostos
apresentam atualmente menos de 15 anos (13 anos por ocasido do surto), deixando
evidente a vulnerabilidade da faixa etéria pediatrica. Estes resultados revelam que,
em nossa amostra, as faixas etarias mais jovens foram as mais expostas por

morcegos hematofagos por ocasido do surto.

Estudo realizado por Mastroeni et al (1994) observou que grupos de
individuos com faixa etaria acima de 50 anos, apresentam menor producdo de
anticorpos quando comparados grupos mais jovens. Por outro lado, Strady et al
(2000) estudando fatores preditivos da resposta imune na producdo de anticorpos
neutralizantes, ndo encontrou influéncia da idade. Em nosso trabalho, encontramos
uma relacdo evidente com os niveis de anticorpos e faixa etaria mais jovem,
inclusive com reducao significativa destes apods 22 anos de idade. Sabe-se que
mesmo apos esta idade, os niveis de anticorpos continuaram adequados e que nao
estdo necessariamente relacionados a uma pior resposta anamnéstica no caso de

revacinagao.

Diferengas na resposta imune nos sexos feminino e masculino, assim como
nos aspectos neuroendocrinos, podem justificar os niveis mais elevados na
producéo de anticorpos no sexo feminino encontrado em alguns trabalhos (BRIGGS
et al.,, 2001; SPITZER, 1999). Os resultados apresentados em nosso trabalho vém
reforcar este fato ja que, apesar de ambos o0s sexos apresentarem adequada
resposta na producdo de anticorpos neutralizantes anti virus da raiva, em nossa
casuistica o sexo feminino apresentou maiores niveis de anticorpos quando

comparados ao sexo masculino.
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Pappaioanou et al (1986) observou reducéo significativa na producdo de
anticorpos neutralizantes em grupo de estudantes que receberam esquema de pré-
exposi¢cdo por via intradérmica, juntamente com profilaxia para malaria utilizando
cloroguina. O estado do Para é area endémica para malaria, resultando na
possibilidade de concomitancia da vacinacdo anti-rdbica com o uso de cloroquina,
porém em doses terapéuticas (mais elevadas por menor periodo). Em nossa
casuistica 55 (10,9%) dos pacientes receberam tratamento para malaria com
cloroquina e primaquina nas doses recomendadas pelo MS, por periodo de 7 dias
em periodo compreendido entre a vacinagdo e coleta da amostra. O histérico de
maléria, avaliado pelo teste do Qui-Quadrado, apresenta-se proporcionalmente
distribuidos entre os grupos A, B, C, e D (p-valor = 0.9133). Neste estudo né&o
encontramos relacdo entre 0s niveis de anticorpos neutralizantes e o histérico de
malaria pelo teste de Kruskal-Wallis (p-valor = 0.2565), nem predominio de
resultados positivos ou negativo pelo teste do Qui-Quadrado (p-valor= 0.9993), nos
diversos grupos (A, B, C ou D). Desta forma, em nossa casuistica 0 uso da
cloroguina em doses mais elevadas e nao simultdneas com o esquema vacinal, ndo
interferiu na producéo de anticorpos neutralizantes.

No Brasil, no periodo de 1997 a 2001 mais de 400.000 pessoas ao ano
procuraram atendimento médico, por terem sido expostas ou por se julgarem
expostas ao virus da raiva. Destas, 60% receberam algum tipo de indicacdo de
tratamento profilatico, sendo que 13% abandonaram o tratamento (BRASIL, 2002).
Garcia et al (1999) encontraram 11,7% de abandono no tratamento pds-exposi¢céo
na grande S&o Paulo. Em nossa amostra, ndo houve abandono no grupo que
recebeu profilaxia pré-exposicdo e o percentual de tratamentos incompletos no
grupo poés-exposicao foi de 2,01% (9 /447). A campanha vacinal iniciada por ocasido
do surto de raiva em Augusto Correa encontrou uma populacdo assustada e
preocupada com o risco de adoecimento. Fato este que, juntamente com a
mobilizacdo das autoridades de saude locais, influenciou a maior adesdo ao

tratamento.

Ao analisarmos os exames positivos (Favoretto > 0.5 Ul/mL) nos diversos
grupos, inclusive naquele constituido de individuos que néo receberam tratamento
completo (Grupo A), ndo houve diferenca significante entre os grupos (Qui-

Quadrado de Aderéncia p-valor = 0.9843). Também ndéo foi encontrada significancia
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estatistica quando avaliado o nivel da resposta imunoldgica nos diversos grupos
(ANOVA de Kruskal-Wallis p-valor = 0.0758). Ap6s 2 anos de vacinacéo anti- rabica,
90,5% dos individuos de nossa amostra mantém niveis de anticorpos neutralizantes
adequados. Estes resultados vém reforcar os trabalhos de Strady et al (2000) nos
guais, titulos de anticorpos neutralizantes superiores a 0.5 Ul/mL foram encontrados
apo6s anos de vacinacdo completa.

Khaplod et al (2007), avaliando individuos (voluntario sadios) que receberam
pré-exposicdo incompleta, encontrou anticorpos neutralizantes detectaveis e boa
resposta anamneéstica ap6s 1 ano, mesmo naqueles que receberam apenas uma
dose da vacina. Vodopija et al (1997), Briggs et al (2001) e Lemos et al (1992) tém
encontrado boa resposta anamnéstica, em determinadas popula¢gdes, com apenas
uma dose de refor¢co da vacina anti-rdbica. De 48 participantes deste estudo (9.5%)
que apresentaram sorologia < 0.5 Ul/mL, 36 (75%) apresentaram Favoretto > 0.33
Ul/ml e provavelmente apresentarao boa resposta anamnéstica apos duas doses de
reforco da vacina, considerando os resultados dos estudos citados anteriormente. A
resposta vacinal ao refor¢co deste individuos, s6 podera ser avaliada futuramente

com o seguimento deste estudo.

Nossas andlises sado limitadas por nao dispormos de informac6es como
doencas imunossupressoras, dosagem de anticorpos neutralizantes previamente a
vacinacdo, uma vez que agressfes por animais silvestres poderiam inocular baixa
dose viral, 0 que nao seria suficiente para causar doenga, mas sim para a producao

de anticorpos.
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8 CONCLUSAO

Concluimos que a maioria da populacdo estudada (90.5%) mantém niveis de
anticorpos neutralizantes adequados, quando dosados pela técnica de Favoretto,

mesmo apoés 2 anos da vacinagdo antirabica;

A resposta imune a vacina verificada através da doagem de anticorpos
neutralizantes, foi adequada nas diversas faixas etarias, independente do esquema

vacinal recebido;

Individuos com idade acima de 22 anos apresentam de forma significativa
menores niveis de anticorpos neutralizantes, independente do esquema vacinal

recebido.

Ao analisarmos a positividade ao teste de Favoretto (=0.5 Ul/mL) em fungéo
da variadvel sexo, ndo encontramos tendéncia a reducdo dos niveis de anticorpos

neutralizantes.

Mesmo que a resposta a vacina seja adequada em ambos 0S Sex0s, 0 SEX0
feminino apresentou niveis de anticorpos neutralizantes pela técnica de Favoretto

significativamente mais elevados que o sexo masculino.

A taxa de abandono do tratamento foi muito baixa (2.01%) quando comparada

com as taxas de abandono relatadas em outros trabalhos (13% e 11.7%).

Nao ha relacdo entre os niveis de anticorpos e a histéria prévia de tratamento

para maléria com cloroquina.
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APENDICE A : TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Persisténcia de anticorpos neutralizantes contra o virus rabico ap6s vacinacao
pré e pos-exposicao e doses de reforco, em populagdo de area rural exposta a agressdo por
morcegos hemato6fagos no Brasil.

Institui¢des Envolvidas: Universidade Federal do Para, Secretaria de Saide do Estado do Para, Centro
de Controle de Zoonoses de Sdo Paulo, Instituto Pasteur de Paris, sanofi pasteur.

Esclarecimento da Pesquisa

A raiva é uma doenca que tem evolugdo fatal. A doenca é transmitida ao homem através de
arranhadura, lambedura ou mordedura de um animal infectado. Nos anos de 2004 e 2005, o Para
registrou 36 casos de raiva humana transmitida por morcegos, dos quais 15 ocorreram no municipio de
Augusto Correa. Para prevenir novos casos da doenca, cerca de 3.500 pessoas foram vacinadas contra
a raiva no municipio. O objetivo deste estudo é dosar o nivel de anticorpos contra o virus rabico
presente no sangue, e foi aceito no comité de ética do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto.
Tais anticorpos protegem o organismo da doenca fatal, mas com o passar dos meses e anos, 0S
mesmos diminuem no organismo. E por esta raz&o que devemos nos vacinar em caso de nova agressio
por animal suspeito. Se vocé foi vacinado contra a raiva em 2005 ou 2006, podera participar deste
estudo. Para isso, precisaremos fazer algumas perguntas sobre dados pessoais como data de
nascimento, sexo, peso, altura, antecedentes de doencas e medicamentos tomados durante e apos a
vacinacdo contra a raiva, assim como histdria de agressao por animais domésticos ou selvagens. Para a
dosagem dos anticorpos, necessitaremos de 5 mililitros de seu sangue, o qual serd colhido com
material estéril e descartavel, ndo apresentando risco para sua saude, a ndo ser pequena dor local e/ou
hematoma relacionados a técnica de colheita. O resultado do exame sera fornecido por escrito 3 a 6
meses apods a colheita do sangue, e caso vocé apresente uma taxa de anticorpos inferior a 0.5 Ul/mL,
uma nova dose de refor¢o da vacina serd proposta. Estes procedimentos deverdo ser realizados uma
vez por ano, durante 5 anos (de 2007 a 2011), por isso solicitamos gue somente as pessoas que ndo
pretenderem se mudarem nos préximos 12 meses participem do estudo. Quanto ao segredo da sua
participacdo na pesquisa e de toda informacgéo fornecida, esta equipe de pesquisadores garantira total
sigilo (segredo). Os dados que interessam da pesquisa serdo publicados em conjunto, sem
identificacdo de qualquer pessoa. Somente os médicos deste estudo, da sanofi pasteur e as autoridades
de saude poderao ter acesso as informacdes confidenciais. Deixa-se claro que sua participacdo é de seu
livre-arbitrio, ndo havendo pagamento pela mesma, podendo, em qualquer momento do estudo,
recusar-se a responder quaisquer perguntas, permitir analise e divulgacdo dos dados contidos em seu
questionario. O médico responsavel pelo estudo esta a sua disposicéo para esclarecer qualquer davida
antes que vocé assine o termo de consentimento, durante a apds o término do mesmo. E preciso
esclarecer que caso vocé desista de continuar nesta pesquisa, ndo haverd nenhum prejuizo no seu
acompanhamento médico.

i) CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informagdes acima sobre o projeto de pesquisa “Persisténcia de
anticorpos neutralizantes contra o virus rabico apos vacinagdo pre e pés-exposicao e doses de
reforco, em populacdo de area rural exposta a agressao por morcegos hematéfagos no Brasil”, e
que me sinto perfeitamente esclarecido sobre o conteddo do mesmo, assim como Seus riscos e
beneficios. Declaro ainda que por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a
coleta de material para exame, além de fornecer informagdes sobre minha pessoa que constardo em
uma ficha clinico-epidemioldgica, as quais s6 poderdo ser utilizadas em relatorios e publicacbes
cientificas.

Augusto Correa, / / 2007

Nome do Sujeito: Assinatura:
Nome do Pai/Mé&e/Tutor Legal: Assinatura:

Pesquisador Responsavel: Rita Catarina Medeiros Sousa Assinatura:

Endereco: Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto. Av. Mundurucus, Belém
Fones: 091. 3201.6652/3214.2012. Registro no CRM-PA: 5303



55

APENDICE B : FICHA INDIVIDUAL DE INCLUSAO - 2007

PERSISTENCIA DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES CONTRA O VIRUS RABICO
APOS VACINACAO PRE OU POS-EXPOSICAO E DOSES DE REFORCO, EM
POPULACAO DE AREA RURAL EXPOSTA A AGRESSAO POR MORCEGOS

HEMATOFAGOS NO BRASIL

Protocolo RAB33

Nome do Centro de estudo: ...ovveveveenieeneenennns

NuUmero do Centro de estudo: | | |

Namero do Sujeito: || || ||

PATROCINADOR

Sanofi Pasteur S.A

2 avenue Pont Pasteur

69367 Lyon Cedex 07, France
[1:33437377475

Fax: 33437 37 70 59

PESQUISADOR COORDENADOR

Rita Catarina Medeiros Souza, MD, PhD.
Instituto Evandro Chagas, Secédo de Virologia.
Rodovia BR 316 — KM 07, Levilandia, Ananindeua
— Para, Brasil

[1:+55(91) 3214.2012

Fax: +55 (91) 3201.6662

CHEFE DO CORPO MEDICO
Guy Houillon, MD
Sanofi Pasteur

[1:33437377313
e-mail: guy.houillon@sanofipasteur.com

COORDENADOR DO ESTUDO CLINICO

Viviane Jusot, M.Sc., PG. PharMed.
Sanofi Pasteur
[1:33437377475

Fax: 334 37 377059

LABORATORIOS COLABORADORES

Pasteur Institute

Yolande Rotivel, MD

Noél Tordo, PhD

28 rue du Dr Roux,

75724, Paris Cedex 15, France.
[1:33(0) 14568 8755

Fax :33(0) 140613015
e-mail: yrotivel @pasteur.fr

ntordo@pasteur.fr

Centro de Controle de Zoonoses

Rua Santa Eulalia 86, Santana - Sao
Paulo/SP

02031 020 - Brasil

[1: 55(021)11 6224 5517

Fax: 55(021)11 62512666

Luzia Fatima Alves Martorelli, PhD
Marilene Fernandes de Almeida, M.Sc.,
PhD

e-mail: Imartorelli@prefeitura.sp.gov.br

marilene@prefeitura.sp.gov.br



mailto:yrotivel@pasteur.fr
mailto:ntordo@pasteur.fr
mailto:lmartorelli@prefeitura.sp.gov.br
mailto:marilene@prefeitura.sp.gov.br

56

RAB33 Artigo I1. Ficha Individual

Numero do sujeito

e i. inclusdo
SEQAO 2.02DATA DA ENTREVISTA
Data| | L L Il.21010 |7 | Nome do entrevistador
dd mm V2 V- V- YO RPN

INCLUSION CRITERIA

SIM | NAO
1. Nome do sujeito consta no registro de vacina¢do como tendo sido vacinado contra 0 0
Y - LV ST
2. Residente de Augusto Correa e sem planos de mudancga de municipio pelo menos 1 . 0
ano apos ter sido INCIUTAO NO ESTUAD .....oveveieeieieeesee e
3. Concorda com colheita de amostra de sangue a a
4. Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelo sujeito (se >18 anos) ou 0 0
PO FESPONSAVEN 1EQAL ...
5. Consentimento por escrito, se sujeito com 10 — 17 anos de idade ..........cccoeevverieriennn, a a
Se alguma resposta for NAQ, parar processo de inclusio

DADOS DEMOGRAFICOS
Sexo U Masculino U Feminino | Peso L. | kg
Datade nascimento | | | [ 1L L | | | Altura L | |_|jcm

dd mm aaaa

ANTECEDENTES MORBIDOS PESSOAIS RELEVANTES

Secdo 2.03 O sujeito apresentou alguma das condicdes clinicas abaixo desde a
vacinacao em 20057

Secao 2.
im N&o | N&o sabe
L. MAIAIIA .o a a d
2. TUDBICUIOSE. ..ottt a d d
3. HANSENIASE ...eveceiceee e a d d

MEDICACOES UTILIZADAS

Sec¢édo 2.05 O sujeito tomou alguma das medicacdes abaixo desde a vacinagdo em

20057
Secao :
im Nao Na&o sabe
1. ANLIEMAIATICO .o a d a
Se Sim, especificar: Cloroquina a a a

(01115 (o 1o ([ | |




2. Soro contra animal pegonhento ......... ...

Q
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RAB33 Artigo I11.

Ficha Individual

Numero do Sujeito

i. Inclusdo

HISTORIA DE VACINACAO ANTIRRABICA EM 2005

Informacao detalhada sobre a vacinagdo antirrabica administrada no sujeito em 2005.

NuUmero de injecdes Sim Nao Se Sim, Data

1" Injecéo Q a I | I |
dd mm aaaa

2" Injecéo Q a I | I |
dd mm aaaa

3" Injecéo Q a I | I | I
dd mm aaaa

4" Injecéo Q a I | I | I
dd mm aaaa

5" Injecéo Q Q I | I | I
dd mm aaaa

Tipo de vacinacdo: O Pré-exposicdo QO Exposicdo O Re-exposi¢ao

HISTORIA DE RE-VACINACAO ANTIRRABICA (BOOSTER)

O sujeito recebeu alguma vacina antirrabica adicional apés a vacinacdo em 2005? 0Sim O Ndo [ N&o sabe

Se Sim, especificar o nimero de injecoes Sim Nao Secéo 3.02 Data
1" Injecéo a Q I | R |
dd mm aaaa
2" Injecdo Q a N T Y O
dd mm aaaa

Dados obtidos por: U Relato oral

U Documento escrito (ex: carteira de vacinagao, registro de unidade de saude)

HISTORIA DE EXPOSIGAO AO VIRUS RABICO

O sujeito foi mordido por algum animal desde a vacina¢gdo em 2005? USim U Ndo U N&o sabe

Se Sim, por qual animal?
QO Cao O Morcego L Macaco L OUtro.....ccceeeveveeniiecinennnn L Nao sabe

Se Sim, quantas vezes? 1 vez Q2 -5 vezes Q >5 vezes

SECAO 3.03COLHEITA DAS AMOSTRAS E DIAGNOSTICO DE ANTICORPOS
NEUTRALIZANTES ANTI-RABICO

Amostra coletada? QSim O Niao Se NAO, PO QUE? .evunirininirinreincnreensernsescnsnsacnnes
Se Sim, data da colheita R
dd mm aaaa
Teste realizado | Resultados Data do resultado obtido
REFIT L || IUm QO N&o realizado L

dd
|

dd
|

dd

mm

mm

mm

ELISA (Platelia)

[ || IU/ml [ N3o realizado

FAVN L ||| IUm QO N&o realizado
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Se o resultado do RFFIT e/ou ELISA for < 0.51U/ml, o sujeito deve receber dose de refor¢o da vacina
antirrabica: 2 inje¢des no Dia0 e 3!

RAB33 Artigo IV. Ficha Individual

NUmero do Sujeito

i. inclusdo

Endereco do Sujeito/Pais/Responsavel legal para contato:

O Sujeito/Pais/Responsavel legal tem telefone? U Sim U Nao

Se Sim, indicar nimerodotelefone: | | |l [ | | I | | | |

Melhor dia para contato telefonico: ................coceevviniinn..
Horario para contato telefénico:| | |h-] | |n

DECLARACAO DO INVESTIGADOR

Ellyuceinininins oot Declaro ter confirmado todas as informagdes
contidas nesta ficha individual e que todos os dados estdo completos e corretos.
Data:| | . | L I | Assinatura do investigador:




ANEXOS
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ANEXO A : ESQUEMA PARA TRATAMENTO PROFI LATICO ANTI-RABICO
HUMANO COM A VACINA DE CULTIVO CELULAR.

Condicoes do
animal agressor’

Tipo de exposicao

Contato indireto

Acidentes leves

Ferimentos superficiais,
pouco extensos, geral-
mente Unicos, em tronco
e membros (exceto
maos, polpas digitais e
planta dos pés);
Podem acontecer em
decorréncia de morde-
duras ou arranhaduras
causadas por unha ou
dente;

Lambedura de pele com
lesdes superficiais

Acidentes graves

Ferimentos na cabeca,
face, pescogo, mao,
polpa digital efou
planta do pé;
Ferimentos profundos,
maltiplos ou extensos,
em qualquer regido do
corpo;

Lambedura de mucosas;

Lambedura de pele onde
ja existe lesao grave;
Ferimento profundo
causado por unha

de gato.

Cao ou gato sem
suspeita de raiva no
momento da agressao

Lavar com agua e sabao
Nao tratar

Lavar com agua e sabao
Observar o animal durante

10 dias apos a exposicao

Se 0 animal permanecer

sadio no periodo de observagao,
encerrar o caso

Se o animal morrer,

desaparecer ou se tornar raivoso,
administrar

5 doses de vacina

(dias 0, 3,7, 14 e 28)

Lavar com &gua e sabao

Observar o animal durante
10 dias apos exposicao
Iniciar tratamento com duas

doses: uma no dia 0 e outra no
dia 3.

Se o animal permanecer sadio no
periodo de observagao, encerrar
0 caso

Se 0 animal morrer, desaparecer
ou se tornar raivoso, dar continui-
dade ao tratamento, administran-
do o soro® e completando o es-
quema até 5 (cinco) doses. Aplicar
uma dose entreo 7°e 0 10°dia e
uma dose nos dias 14 e 28

Cao ou gato clinicamente
suspeito de raiva no
momento da agressao

Lavar com agua e sabao
Nao tratar

Lavar com agua e sabao.

Iniciar tratamento com duas
doses, uma no dia 0 e outra
no dia 3

Observar o animal durante

10 dias ap6s a exposicao

Se a suspeita de raiva for
descartada apds o 10° dia de
observagao, suspender o trata-
mento & encerrar o ¢aso

Se 0 animal morrer, desaparecer
ou se tornar raivoso, completar
o0 esquema até 5 doses. Aplicar
uma dose entre 0 7° e 0 10° dia
e uma dose nos dias 14 e 28

Lavar com agua e sabao.

Iniciar o tratamento com soro?
e 5 doses de vacina nos dias 0,
3,7,14e28

Observar o animal durante
10 dias apds a exposicao

Se a suspeita de raiva for
descartada apos o 10° dia de
observacao, suspender o trata-
mento e encerrar o caso

C3o ou gato raivoso,
desaparecido ou morto;
Animais silvestres
(inclusive os domiciliados)?
Animais domésticos de interes-
se econdmico ou de producdo

Lavar com agua e sabao
Nao tratar

Lavar com dgua e sabao.

Iniciar imediatamente o
tratamento com 5 (cinco)
doses de vacina administra-
das nos dias 0, 3,7, 14 ¢ 28

Lavar com agua e sabao

Iniciar imediatamente o
tratamento com soro’ e 5
doses de vacina nos dias 0,
3,7,14e28

1. E preciso sempre avaliar os habitos e cuidados recebidos pelo cao e gato. Podem ser dispensadas do tratamento
as pessoas agredidas por cao ou gato que, com certeza, nao tém risco de contrair a infecgao rabica. Por exemplo,
animais que vivem dentro do domicilio (exclusivamente), nao tém contato com outros animais desconhecidos e
que somente saem as ruas acompanhados de seus donos, que nao circulem em area com a presenca de morcegos
hematéfagos.

Em caso de davida, iniciar o esquema de profilaxia indicado. Se o animal for procedente de area de raiva controla-
da, nao é necessario iniciar o tratamento. Manter o animal sob observacao e s6 indicar o tratamento (soro + vacina)
se 0 animal morrer, desaparecer ou se tornar raivoso.

2. Nas agressoes por morcegos, deve-se indicar a soro-vacinacao independente da gravidade da lesao, ou indicar
conduta de reexposicao.

3. Aplicacao do soro perifocal na(s) porta(s) de entrada. Quando néao for possivel infiltrar toda a dose, a quantidade
restante deve ser aplicada pela via intramuscular, podendo ser utilizada a regido glUtea. Sempre aplicar em local
anatémico diferente do que aplicou a vacina.
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ANEXO B : PARECER DA COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de S;aﬁde
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 402/2007
Registro CONEP: 13882 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Registro no CEP: 0438/2007 Processo n° 25000.048631/2007-15
Projeto de Pesquisa: “Persisténcia de anticorpos neutralizantes contra o virus rabico
apds vacinagao pré e poés-exposi¢do e doses de reforgo, em populagdo de drea rural
exposta a agressao por morcegos hematoéfagos no Brasil”.

Pesquisador Responsavel: Dr*. Rita Catarina Medeiros Sousa

Instituicao: Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto./ UFPA

CEP de origem: HUJBB / UFPA

Area Tematica Especial: Cooperacao estrangeira

Patrocinador: Sanofi Pasteur S.A.

Sumario geral do protocolo:

O objetivo geral deste estudo € verificar a persisténcia dos anticorpos
neutralizantes antivirus rabico em individuos previamente vacinados contra o virus
rébico em situagdes de pré e pos-exposicao, durante cinco anos, por meio de testes
sorolégicos em 500 sujeitos de pesquisa. Em 2005, mais de 3.500 habitantes do
municipio de Augusto Correa receberam vacinagao anti-rabica (Verolab), tanto em pds
como em pré-exposicao. O estudo sera realizado na unidade basica de salde de Arai,
uma das nove unidades de salde de Augusto Correa (Pard). Alguns receberam doses
de reforco, devido a possivel re-exposicéo ao virus rabico apés nova agressao por
morcegos hematéfagos. Os resultados obtidos a partir deste estudo formecerdo
informagdes importantes sobre o impacto da vacinagdo pré e poés-exposicao em
ambiente rural, para melhor conduta diante de novos casos de raiva causados por
morcegos hematéfagos. Além disso, este estudo deve colher informagdes sobre o
impacto das doses de reforgo nos titulos de anticorpos neutralizantes anti-rabicos.
Cada individuo sera acompanhado uma vez por ano, durante cinco anos. Apés visita,
os individuos que apresentarem titulos de anticorpos menor ou igual a 0.5 IU/mL
receberao doses de reforgo da vacina anti-rabica, de 3 a 6 meses depois.

A metodologia estd adequada aos objetivos. Foi informado pelo pesquisador,
que os riscos estao relacionados a técnica de coleta de sangue (dor e/ou hematoma no
local da puncao venosa). Os beneficios individuais estdo relacionados ao
conhecimento do estado imunolégico de cada um diante da vacinagdo e reforgos
administrados, e para aqueles em que os titulos de anticorpos serao menor ou igual a
0.5 IU/mL sera oferecido novo esquema de reforgo. Como beneficio coletivo, os
resultados deste estudo, permitirdo otimizar os programas de vacinagao anti-rabica na
regiao.

Local de realizagao:

O projeto ndo é mutticéntrico. Sera realizado na Universidade Federal do Para e
contara com a participacao de pesquisadores da Secretaria Estadual de Salde do Para
(SESPA), do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto, do Centro de Controle de
Zoonoses do Estado de SP e do instituto Pasteur de Paris.



Cont, Parecer CONEP 40207

Apresentacdo do protocolo: _ :

O curriculo do pesquisador responsave! esta de acorde com a proposta da
pesquisa. O orgamenic apreseniade ssté adeguado, Foi apresentada a brochura do
investigador. O cronograma da pesquisa esta adequado. '

Ha tratamento adequado dos dados & materiais bioldgicos, Serac coletades 5 ml
de sangue vencso de cada participante do estude para dcsag;m de ant.sclorpo’s anti-
rabicos por meio de testes RFFIT e Platelia® Elisa. Cada participante sera identificado
por um numero que seré colocade na ficha individual & no tubo contendo cada amostra
de sangue. - '

Havera envio de maletal biolégico para o exterior. Apds coleta das amaostras,
gstas serao encaminhadas sos laboraltrics de S&c Paulo (Centro de Controle de

aliquotas de cada paciente serio enviadas ao laboratério de analises ¢linicas do centro
anti-rabico do Institutc Pasteur de Parie. Qutra aliguota ssréd enviada ao Centro de
Controle de Zoonoses da cidade de Sao Paule e a quarta aliqucta sera mantida como
reserva enl congelader ne Instituto Evandro Chagas, Beliém, Pard, O pesguisador
informa que n&o havera formagao de banco de materiais Lividgicos, sende que tndas
3s amostras serao destruidas apos analise,

Foram apresentadas as autorizagdes de pesquisa do Centra de Zonneses do
municipio de Sao Pauio & du setor de endemias da Secretaria de Saiide do Estado do
Para, e Certificado de Seguro no nome da Sanofi-Aventis farmacéutica LTDA, que
cobrira reclamagdes por danos desorrentas da reeponeabiiidade civil do segurade. Foi
apresentada a autonzagic do comité do Instituto Pasteur de Pans.

O Termo de Conssntimento Livie & Eszlareside (TCLE) @ conciso e objetivo,
esta formulado na forma de convite a participagdo no esfuco. = linguagem £ adequada
ao nivel sécio-cultural dos participantes, permitindo a decizéds conccients o suisiio d=
pesquisa, consta descricdc suficiente dos procedimentos, identificagho dos riscos e
desconfortos esperades, & permite a saida 4o sujeito de pesquisa da sxperimentacao,
sem prejuizo de seus cuidados. '

Recomendagdo:
1. Na folha de rosto faita presenchimento dos dadus do patrocinador e da area
tematica especial.

Diante do exposto, a Comissio Naciona! de Etica 2m Pasguisa — CONEP,
de acordo com as airibuigdes definidas na Resolugdc TMNE 122/08 —onifasts en

pela aprovagio do projeto de pesquisa proposto, devends o CEP veorificar o
cumprimentc da quesiic scima, aintes ds inicio de estudo.

Situacdo: Protoccio aprovado com resemendagio,

Brasilia, 17 de maio de 2007

i Tannous
Coordenadora’da CONEP/CNS/MS
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ANEXO C : TECNICA DE MICROTESTE DE INIBICAO DE FLUORESCENCIA
SIMPLIFICADO

Soroneutralizacao em cultura celular para determinagao de anticorpos

MICROTESTE DE INIBICAO DE FLUORESCENCIA SIMPLIFICADO
LABZ00: VIS
@ neutralizantes para o virus da raiva (SFIMT Favoretto et a/, 1993).

Responsavel Técnico: Dra. Luzia Martorelli

1. Finalidade
Dosagem de anticorpos antivirus da raiva em soro humano ou animal
2. Principio

O virus da raiva pode ser neutralizado pela acao do anticorpo, ocorrendo a ligacao
Ag com fracao Fc do anticorpo. Se ocorrer neutralizacdo, o sitio de ligagao do virus
estara “ocupado” e o virus nao sera habil para se ligar ao antianticorpo corado com
isotiociatato de fluorescenina e a reagdao vista ao microscépio ndo produzird a
coloracdo verde caracteristica, apenas o tapete celular sera visto. Na auséncia de
anticorpo, o virus se liga ao antianticorpo fluorescente, produzindo uma reagdo na
qual o complexo antigeno-anticorpo se torna visivel ao microscdpio de fluorescéncia.

3. Material

Soro humano ou animal

Virus desafio (Virus Amostra PV - IB-VRS/BHK21-01/03)

Soro controle positivo — C + inativado (pool de soros positivos)
Soro controle negativo - C = inativado (pool de soros negativos)
Soro Padrao com UI conhecida

Monocamada de células BHK21 C13 crescidas

Placas de cultura de 96 cavidades

Meio Eagle de crescimento

ATV

Salina tamponada estéril

Salina tamponada

) a) Garrafas de 25 e ou 75ml

Alcool 70%

Rack com ponteiras para até 200uL, 1ImL e 1 a 5mL

Micropipetas automaticas compativeis com as ponteiras acima

Frasco vazio estéril para descarte de liquidos

Caneta retroprojetor

Canaletas

Fluxo laminar vertical

Microscopio invertido
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Geladeira

Freezer —700C

Camara Umida

Estufa de Co2

Acetona 80%

Microscdpio de Imunofluorescéncia
Microscdpio invertido

Luvas de procedimento estéril
Gaze estéril em compressa
Placa de petri

Agua destilada

Glicerina tamponada

4. Descricao

1- A diluicao dos soros deve ser feita direto na placa;
2- Todo lote de soro deve ser acompanhado de um soro padréo, um soro

controle positivo e um negativo;

3- A suspensao de virus PV e o conjugado devem ser titulados previamente;
4- Fazer protocolo dos soros que serao testados

Na capela de fluxo laminar:

e Identificar as placas com o n° e data conforme protocolo
e Fazer diluigdo seriada dos soros iniciando com 1:5 até 1:40

Ex: 20ul de soro + 80ul de meio na primeira cavidade

e Preencher as outras cavidades (2°. 3° e 49) com 50uL de meio

e Homogeneizar o soro + meio e transferir 50uL para a segunda cavidade

e Homogeneizar e transferir 5oul para a terceira cavidade

e Homogeneizar e transferir 50uL para a quarta cavidade

e Descartar 50uL da quarta cavidade

e Adicionar 50ul de virus diluido conforme o titulo, em toda placa (o titulo é
determinado por titulacdo do virus, e este é determinado pela infeccdo de 80% das
células)

eIncubar uma hora em estufa de CO,. O meio deve sofrer alteracao de avermelhado
para amarelo avermelhado

e Observar ao microscépio invertido o aspecto da cultura celular a ser utilizada

e Iniciar a tripizinizacdo 10 minutos antes do término da incubagdo; Tripizinizar as
garrafas na diluicdo adequada para o nimero de placas

e Apds o descolamento das células suspende-las em 10ml de meio eagle com 2,5%
de SFB. Transferir a suspensao celular para um frasco erlenmeyer siliconizado de
50mL.

e Com uma pipeta monocanal, retirar uma amostra de 1,0ml e coloca-la em um
frasco de vidro para contagem de células
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e ApOs a contagem das células fazer os calculos de diluicdo da suspensdo celular de
maneira a obter 3,7x10° células/mL

e Adicionar 50uL de células em toda placa

e Incubar 24 horas em estufa de CO,.

e Apds este tempo, retirar as placas da estufa e identifica-las placas com etiqueta
com n° da placa e data com lapis (acdo da acetona)

e Retirar o meio por aspiracdo com bomba de vacuo ou micropipeta multicanal

e Colocar 80uL de acetona 80% gelada, suficiente para cobrir o fundo da placa e
levar ao freezer por 10 minutos

e Desprezar a acetona virando a placa na cuba de uma pia. Secar em estufa 37°C. A
placa assim fixada pode ser guardada em geladeira para posterior finalizacao do
processo

e Colocar 40uL do conjugado diluido em toda placa e deixar por uma hora em
camara Umida em estufa 37°C

e Desprezar o conjugado por inversao na cuba de uma pia e lavar a placa com
solugdo salina tamponada e com agua destilada por imersao na placa.

e Secar bem em estufa 37 °C

e Pingar glicerina tamponada (1 gota/cavidade). A glicerina deve ter pH basico
(8,0/8,5)

e Leitura

e O ponto de corte é a diluicao correspondente a 50% de decréscimo da infecgdo. Os
resultados sao obtidos pela comparagao entre o ponto de corte do soro teste e um
soro padrao de UI conhecida.
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