N
"\H>:\'

FIOCRUZ 1B ' 'I CT B

Ministério da Salde ,'
N
|
O oo o MPCAL istiodeCencne

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
CIENCIAS EM ANIMAIS DE LABORATORIO
INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA EM BIOMODELOS
FUNDACAO OSWALDO CRUZ

LAINE WILMA FERREIRA DO NASCIMENTO

PROCEDIMENTOS PARA ESTUDOS DE TUBERCULOSE EM PRIMATAS NAO
HUMANOS PARA USO CIENTIFICO

Rio de Janeiro
2018



LAINE WILMA FERREIRA DO NASCIMENTO

PROCEDIMENTOS PARA ESTUDOS DIAGNOSTICOS DE TUBERCULOSE EM
PRIMATAS NAO HUMANOS PARA USO CIENTIFICO

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Poés-graduacdo em Ciéncias em
Animais de Laboratério, Instituto de
Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos —
ICTB/Fiocruz, como um dos requisitos

para obtencédo do titulo de mestre.

Orientadora: Prof. Dra. Marcia Cristina Ribeiro Andrade

Co-orientadora: Prof. Dra. Duanne Alves da Silva

Rio de Janeiro
2018



Ferreira do Nascimento, Laine Wilma.

PROCEDIMENTOS PARA ESTUDOS DIAGNOSTICOS DE TUBERCULOSE
EM PRIMATAS NAO HUMANOS PARA USO CIENTIFICO / Laine Wilma
Ferreira do Nascimento. - Rio de janeiro, 2018.

101 £

Dissertacdo (Mestrado Profissional) - Instituto de Ciéncia e Tecnologia
em Biomodelos, Pés-Graduagdo em Ciéncia em Animais de Laboratdrio, 2018.

Orientadora: Mdrcia Cristina Ribeiro Andrade.
Co-orientadora: Duanne Alves da Silva.

Bibliografia: f. 93-100

1. Tuberculose. 2. Primatas ndo Humanos . 3. Diagnéstico. 4. Manejo
Animal. 5. Controle Sanitério. 1. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automdtica de Ficha Catalogrifica da Biblioteca de Manguinhes/ICICT com os dades
fornecidos pelofa) autor(a).




LAINE WILMA FERREIRA DO NASCIMENTO

PROCEDIMENTOS PARA ESTUDOS DE TUBERCULOSE EM PRIMATAS NAO
HUMANOS PARA USO CIENTIFICO

Dissertacdo apresentada, como um dos
requisitos para obtengao do titulo de mestre, ao
Programa de Pds-graduagao em Ciéncias em
Animais de Laboratério, Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Biomodelos — ICTB/Fiocruz.

Aprovada em L€ de _ g de 2018.
7

Banca Examinadora:

7

Prof*. Dr® Joseli Maria da Rocha Nogueira
(Escola Nacional de Saude Publica/ENSP - Fiocruz)

\\@ m da Banca)
K\\L \
Prof. Dr.jierh&os:ergio Marche]/sky
(Instituto de Tecnologia em Imunebiolégicos/Biomanguinhos — Fiocruz)

Lo M 2 Moo
Prof. Dr. Wiamir Corréa de Moura
(Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude/INCQS - Fiocruz)

Y AZ
Prof. Dr* Beatriz Goldschmidt
(Instituto de Ciéncias e Tecnologia em Biomodelos/ICTB - Fiocruz)

Caetano Martha Antunes
(Escola Nacional de Saude Publica/lENSP - Fiocruz)
(Suplente Externo)

Rio de Janeiro
2018



Com imensa saudade eu dedico este
trabalho ao meu pai Paulo, responsavel
por parte do que sou hoje e ao meu
marido Ayres Jr., pelo amor e por ser
minha inspiracdo na busca pelo

conhecimento (in memoriam).



AGRADECIMENTOS

Reconhecer e declarar-se grato por algo dado ou feito por outrem se traduz
em agradecimento, por isso, sou grata a todas as pessoas que contribuiram direta e
indiretamente na realizacdo deste trabalho bem como no meu crescimento
profissional e pessoal.

Primeiramente, minha eterna gratiddo a Dra. Mércia Cristina Ribeiro Andrade,
por ter aceitado me orientar e pela oportunidade de estreitar nossos lagos de
amizade, que no sentido estrito, significa grande afeicdo, simpatia, aprego entre
pessoas e foi este 0 sentimento que prevaleceu, principalmente durante as horas
dificeis. Os acertos e os desacertos fazem parte do processo de construcdo, por
isso, agrade¢co sua paciéncia, sapiéncia e benevoléncias com meus erros.
Cumprindo seu papel de orientadora me ajudou a procurar, organizar e perseveratr,
mas seus ensinamentos foram muito além dos conteudos do curriculo, aprendi
licdbes importantes para minha vida. Cientista reconhecida pelo vasto conhecimento
com primatas, hoje, tenho aspiracbes de, algum dia, adquirir uma fragdo do seu
conhecimento.

A minha co-orientadora, Dra. Duanne Alves da Silva, por ter aceitado o
desafio de desenvolver este trabalho conosco, pela presteza em me orientar sempre
que precisei e pelas palavras de incentivo nos momentos criticos e de davidas que
passei nestes dois anos.

A minha familia, pelo apoio incondicional dado a mim nos bons e maus
momentos da minha vida; especialmente a minha mae Luzia, por ter me ensinado
que 0 mérito de uma pessoa esta no respeito as outras. Ao meu filho Ayan, por ser
meu companheiro sempre. A minha cunhada, Cleonice, pela ajuda com as questdes
cotidianas durante este periodo e a minha “para sempre” sogra, D. Yhone, por ter
me incentivado a prosseguir.

Ao curso de Mestrado Profissional em Ciéncia em Animais de Laboratorio —
MPCAL, pela oportunidade de fazer parte da primeira turma de uma pés-graduacgéo,
pioneira no Brasil, na area que outrora se desconsiderava ser ciéncia, e poder
oferecer minha pequena contribuicdo para o avanco da Ciéncia em Animais de
Laboratério. Um agradecimento especial a Dra. Maria Inés Doria Rossi, pelo
empenho em coordenar o curso e a Dra. Joseli Nogueira, cuja dedicacdo embutida

no exercicio da licenciatura, é, para mim, uma fonte de inspiracéo.



A equipe da CPEA, por ter me acolhido durante este periodo e a cada
membro do Servico de Criagcdo de Primatas ndo Humanos (SCPrim), pelo primor
com que desempenham o trabalho com os animais, o bem maior do servico, e pela
unido mesmo nos momentos dificeis. Um agradecimento especial ao lider do
SCPrim, Fabio Alves da Silva, por ter permitido meu ingresso ao MPCAL e por
reconhecer a relevancia do presente trabalho. As amigas Dra. Beatriz Goldschmidit,
por seus comentarios sabios e pertinentes que sempre me ajudam a aperfeicoar
meu censo critico e a Dra. Claudia Andréa, que mesmo diante das dificuldades
impostas pela vida, nunca desistiu de seus objetivos, sendo para mim um exemplo
de perseveranga.

Aos amigos Célia Lopes, Reinan Reis, Maria Aparecida (Tida), Julio Cesar
(Maguela), Juliana Linhares e Luiz Augusto Cianelle (Guto), que fazem parte da

minha histéria de vida, sempre compartilhando alegrias e abrandando tristezas.



“‘Apesar  dos Nossos defeitos,
precisamos enxergar que SOMOS
pérolas Unicas no teatro da vida e
entender que ndo existem pessoas de
sucesso e pessoas fracassadas. O que
existem sdo pessoas que lutam pelo
seus sonhos ou desistem deles”.

Augusto Cury



RESUMO

Os primatas ndo humanos (PNH) sdo altamente suscetiveis a tuberculose (TB),
infecg@o capaz de dizimar criagdes mediante a ocorréncia de um surto. O criadouro
cientifico de PNH do Servigo de Criacdo de Primatas ndo Humanos (SCPrim) do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundac&o Oswaldo Cruz
(Fiocruz), RJ, mantém um plantel de cerca de 700 primatas ndo humanos das
espécies Macaca mulatta, M. fascicularis e Saimiri sp. destinados a pesquisas
biomédicas. Um conjunto de medidas preventivas e de controle vem sendo adotadas
no referido criadouro, desde a constatacdo de um surto de TB em 2011.
Defrontando-se com esta problematica e na auséncia de uma conduta padrdo para
lidar com as inUmeras variaveis que surgiram a medida que tal surto tomava grandes
propor¢des, foi instituido um programa fundamentado em normas nacionais e
internacionais que determinam a eutanasia dos animais positivos. Foram
implantadas barreiras sanitérias, atentando-se para as questdes de biosseguranca,
manejo animal, controle de acesso as criagdes simias, estudos acerca dos fluxos de
rastreabilidade do bacilo da TB nas colbnias, coletas de amostras bioldgicas,
meétodos de diagndstico diversificados, destinacdo de carcagas, bem como gestao
de pessoas quanto aos cuidados de prevencdo a TB. O emprego de um conjunto de
medidas de controle foi adotado para evitar a propagacéo do agente nas populacdes
animais. De 2011 até o presente ano o0s casos de TB vém reduzindo
consideravelmente, indicando que as medidas de controle adotadas estdo sendo
eficazes. Assim, baseando-se na experiéncia técnica da equipe do SCPrim
(ICTB/Fiocruz), este trabalho visa compilar dados tedrico-praticos em forma de um
manual acerca do processamento de diferentes amostras bioldgicas, procedimentos
de manejo e métodos diagnésticos de TB em criacBes de PNH, a fim de oferecer
subsidios a um plano de contingéncia para surtos de TB, como orientacao técnica de
identificacdo da infeccdo. Indubitavelmente, o documento contribuira como uma
ferramenta instrutiva para facilitar as agdes com mais eficiéncia e seguranca nas
tomadas de decisdes. O escopo do manual, portanto, consistira em uma referéncia
aos profissionais que exercam funcdes semelhantes em outros criatérios de PNH.

Palavras-chaves: Tuberculose, Primatas ndo Humanos, Diagnéstico, Manejo
Animal, Controle Sanitario.



ABSTRACT

Nonhuman primates (NHP) are highly susceptible to tuberculosis (TB), infection
capable of extinguishing animal creations during an outbreak. The scientific breeding
of NHP from the Service of NHP Breeding (SCPrim), Institute of Science and
Technology in Biomodels (ICTB), Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), RJ, maintains
a population of around 700 nonhuman primates of the species Macaca mulatta (n =
512), M. fascicularis (n = 58), and Saimiri sp. (n = 124), used for biomedical research.
A set of preventive and control measures has been adopted at the referred creation,
since the statement of a TB outbreak in 2011. The lack of a standard conduct to deal
with the many variables that have arisen as the outbreak reached large proportions,
a program based on previous established national and international regulations,
which determine the euthanasia of positive animals was defined. Sanitary barriers
were implemented, focusing on biosafety, animal management, access control to
simian creations, studies on the traceability of TB bacilli in the colonies, collection of
biological samples, diversified diagnostic methods, carcass disposal, as well as
management of people regarding TB prevention care. The use of a set of control
measures were adopted to avoid the pathogen dissemination throw the animal
populations. Since 2011 to the present, TB cases have been reduced considerably,
indicating that the adoption of control measures are being efficient. Thus, based on
the technical experience of the SCPrim (ICTB / Fiocruz) team, this work aims to
compile theoretical-practical data in the form of a manual about the processing of
different biological samples, management procedures, and diagnostic methods of TB
in NHP in order to provide subsidies to a contingency plan for TB outbreaks, as
technical guidance for identifying the infection. Undoubtedly, this document will
contribute as an instructive tool to facilitate actions with more efficiency and safety in
decision making. The scope of the manual will therefore consist of a reference to the
professionals that perform similar functions in other NHP creations.

Keywords: Tuberculosis, Nonhuman Primates, Diagnosis, Animal Management,
Health Control
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma zoonose causada pelos bacilos do complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMtb). A enfermidade é de relevancia para a saude
publica, causando casos em humanos e animais no mundo inclusive no Brasil
(SUZUKI; MATSUBA; NAKAJIMA, 2010).

Os PNH mantidos em cativeiros provenientes de zooldgicos, criatorios
comerciais, institutos de pesquisa e centros de triagem, podem ser infectados mais
facilmente devido as variadas vias de transmissdo. Além da inalacdo de particulas
de aerossOis contaminados, outros meios de transmissdo importantes devem ser
considerados como, por exemplo, ingestdo de agua e alimentos contaminados,
agressoes entre os animais alojados no mesmo recinto, de forma acidental por meio
de procedimentos médicos, tatuagem ou intubacdo gastrica e até mesmo, por
contato com humanos, principalmente apds o processo de capturas, sendo, por
conseguinte, rapidamente disseminada no ambiente (MONTALI; MIKOTA; CHENG,
2001; VERVENNE et al., 2004; BAKKER, 2008; MUGISHA, UNWIN; LANGHOUT,
2009).

Os PNH séo filogeneticamente préximos dos seres humanos, motivo pelo
qual muitas zoonoses que acometem ambas as espécies sao identificadas, o que
inclui a TB. Ha relatos de contaminacao por bacilos do CMtb em colbnias de criacédo
de PNH de varios lugares do mundo, manifestando, na maioria dos animais, um
quadro assintomatico, fato que dificulta a avaliacdo clinica. Com isso, é
recomendado adotar medidas profilaticas e associar métodos de diagndsticos em
casos de surtos (ROBERTS; ANDREWS, 2008).

Surtos de TB séo frequentemente relatados em criagbes de PNH com
elevadas morbidade e mortalidade, representando grande ameacga aos planteis
(BAKKER, 2008; VERVENNE et al., 2004). Por se tratar de um dos agravos mais
importantes em PNH (PASA, 2009), existem varios estudos voltados para seus
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aspectos patologicos em animais cativos (ABRAHAO, 1998). Em criacbes de
primatas procedentes de instituicdes de pesquisa, torna-se imperioso estabelecer
protocolos bem definidos para o monitoramento sanitario no que se refere a
identificacdo de individuos infectados, a fim de evitar a propagacdo do bacilo na
populacao animal e, assim, prevenir um surto (ANDRADE, 2017).

Atualmente ndo existe um protocolo nacional definido para controle e
erradicacdo de TB especifico para PNH. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) possui 0 Unico programa direcionado a TB em bovideos, que
recomenda a eutanasia de animais suspeitos ou com resultados positivos em testes
tuberculinicos e realizacdo do teste de 2/2 meses em caso de surto, com a
possibilidade de isolamento animal para diagnéstico complementar. A Resolucao
Normativa N° 28, de 13 de novembro de 2015, orienta sobre a manutencgéao, criacdo
e experimentacdo de PNH em instalacdes de instituicbes de ensino e pesquisa
cientifica (BRASIL, 2016a), porém nédo traz um enfoque especifico voltado para TB.
Existem, no entanto, protocolos internacionais especificos para criagcdes de
primatas, como as recomendacdes da Federation of European Laboratory Animal
Science Associations (FELASA, 1999) e o guia europeu de prevencao e controle de
TB em PNH (BUSHMITZ et al., 2009).

O Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundacgéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro, possui um criadouro cientifico de cerca de
700 PNH de quatro espécies simias, sendo 512 macacos rhesus (Macaca mulatta),
58 macacos cynomolgus (Macaca fascicularis) e 130 macacos-de-cheiro (124
Saimiri sciureus e seis Saimiri ustus). O objetivo principal da manutencao e criacao
destas colbnias € fornecer animais para uso em pesquisa biomédica, especialmente
pesquisas relacionadas a testes de drogas e vacinas contra doencas infecciosas
tropicais, como a leishmaniose, doenca de Chagas, maléaria, hepatite viral, dengue,
febre amarela e virus zika. As referidas criagbes sao antigas e, também,
consideradas um patrimoénio historico valioso para a instituicdo (ANDRADE et al.,
2004; ANDRADE et al, 2010).

Em 2011 foi identificado um surto de TB por Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) nas criagbes de PNH do ICTB. Em virtude do elevado valor agregado dos
animais, critérios éticos e a limitagdo dos testes diagnésticos na certificacdo de
animais livres de TB, tornou-se premente a realizacdo de um amplo estudo para a

compreensao das caracteristicas da infec¢cdo e da doenca nas espécies de primatas
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para uso em pesquisa e desenvolvimento em saudde. Inumeras acBes foram
aplicadas na busca do controle e erradicacéo deste bacilo, que resultou na ideia da
elaboracdo de um manual sobre procedimentos de manejo e diagnostico de TB em
PNH mantidos em cativeiro (ANDRADE et al, 2010).

Desta forma, baseando-se na experiéncia técnica da equipe do Servico de
Criacdo de Primatas ndo Humanos (SCPrim) do ICTB/Fiocruz, este trabalho visa
compilar dados tedrico-praticos acerca do processamento de diferentes amostras
bioldgicas, procedimentos de manejo e métodos diagndsticos de TB em criacdes de
PNH. O trabalho, assim, oferece subsidios a um plano de contingéncia para surtos
de TB, como orientacdo técnica de identificacdo da infec¢do, com o obijetivo final de
elaborar um manual que possa servir de ferramenta instrutiva que facilite as acoes
com mais eficiéncia e seguranca nas tomadas de decisdes. O escopo do manual,
portanto, consistira em uma referéncia aos profissionais que exercam funcdes

semelhantes em outros criatorios.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Breve historico da tuberculose

Uma das personalidades mais representativas na histéria da TB é o
bacteriologista alemdo Heinrich Hermann Robert Koch (1843-1910). Formado em
Medicina e Quimica, foi primordial em pesquisas voltadas a Microbiologia. Em 1882,
Koch realizou um experimento, onde cultivou micro-organismos in vitro e introduziu
in loco no pulmédo de animais, principalmente em ratos, cobaias, coelhos e em
primatas ndo humanos. Os resultados demostraram a transmisséo da infeccdo ao
animal e determinou seu primeiro postulado quanto as exigéncias que julgava
necessarias para a demonstracao da etiologia bacteriana de qualquer doenca: isolar
0 micro-organismo em culturas puras inocula-lo em animais de laboratério e produzir
a doenca cujos sinais clinicos e lesdes fossem idénticas ou equiparaveis aos da
doenca "tipica” no homem (SAKULA, 1983).

Tal conhecimento foi 0 ponto de partida para o estudo do bacilo, conhecido,
a partir dai, também por "bacilo de Koch". Sucessivas pesquisas realizadas levaram
a descoberta do método de Ziehl-Neelsen (ZN), para evidenciar o Mycobacterium.
Permitindo visualizar o bacilo hoje conhecido como bacilo &lcool acido resistente
(BAAR) (AFB-acid fast bacilli). Isso propiciou sua melhor visualizacdo ao
microscoépio, tendo sido instituida a baciloscopia nos estudos patologicos da TB
aplicada como rotina nos laboratérios até os dias atuais (SAKULA, 1983; FLYNN et
al., 2003).

Na década de 1890, Koch iniciou os estudos para desenvolver a tuberculina,
extrato de proteina composto por uma mistura de antigenos presentes no bacilo
obtido por meio de cultura microbiolégica. Verificou-se, portanto, que a tuberculina
tinha valor como ferramenta de diagnostico para distinguir os infectados dos néo
infectados. A descoberta da tuberculina e o seu emprego no diagndstico da infeccéo
tuberculosa tem suas origens nas ideias de Louis Pasteur, relacionadas as praticas
higiénicas. Este foi o inicio da revolugdo biomédica com introducdo da medicina em
termos de cirurgia, higiene, legislacdo, ensino e saude publica (SAKULA, 1983;
CARRERO, 1998).
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A descoberta do bacilo da TB e da tuberculina revolucionou a conduta de
controle da doenca, promoveu contribuices a bacteriologia, colocando Koch entre

0s médicos imortais na Academia de Medicina mundial (SAKULA, 1983).

2.2. Etiologia e patogénese

As micobactérias pertencem a ordem Actinomycetales, sub-ordem
Corynebacterineae, familia Mycobacteriaceae e ao género Mycobacterium. O género
Mycobacterium compreende 191 espécies (EUZEBY, 2018). Entre estas h4d um
grupo capaz de infectar seres humanos e outros mamiferos, incluido no complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMtb), ao qual fazem parte as espécies M.
tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. bovis BCG, M. microti, M. pinnipedii, M.
canettii, M. mungi, M. ori e M. caprae (DE SOUZA FIGUEIREDO et al.,, 2008;
CAMPOS, 2006). A TB é uma doenca infectocontagiosa granulomatosa cronica,
sendo o Mtb o principal agente etiol6gico nos seres humanos. Porém, hé relatos de
contaminacdo pelo Mycobacterium bovis, responsavel pela tuberculose bovina
(TBb), sendo este agente considerado um grande problema mundial de salde para
humanos e animais (ALVES DA SILVA, 2014).

A variedade de manifestacbes patoldgicas observada nos macacos €
semelhante a dos seres humanos. Os granulomas tuberculosos sdo compostos
principalmente por macrofagos e linfocitos, apresenta um centro caseoso classico
observado predominantemente nos pulmdes. Entretanto, outros tipos de granulomas
pulmonares em macacos incluem 0s ndo necrosantes, as lesdes fibroticas ou
calcificadas, bem como pneumonia de TB, cavidades e fibrose intersticial,
observadas apenas em animais com TB ativa. Em PNH é provavel que o tipo de
granuloma seja um dos fatores determinantes para a progressdo da doenca,
reativacao da infeccéo latente e resposta ao tratamento medicamentoso (HENRICH
et al., 2007).

Ao acessar o organismo do individuo pelas vias aéreas, os bacilos s&o
capturados pelas células do sistema imune inato, incluindo macréfagos alveolares e
células dendriticas. Para que a infeccdo seja estabelecida, o bacilo dentro do
macrofago alveolar comeca a se replicar, provocando uma resposta inflamatéria

lenta que recruta mais macrofagos e outras celulas inatas. Este & o inicio da
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formacdo de um granuloma, embora sejam necessérias respostas adaptativas para
a sua completa definicdo (BLISCHAK et al., 2015)

O granuloma associado ao linfonodo forma o complexo Ghon classico
(FLYNN et al, 2015). Em PNH sao observados linfonodos mediastinais,
proeminentes nos linfonodos hilares toracicos e nos l6bulos pulmonares. Os
linfonodos toracicos podem ser uma fonte rica de células T especificas contra Mtb.
Durante o inicio da infeccdo o niumero de células T especificas, que produzem IFN-
Y, € substancialmente maior nos linfonodos toracicos, quando comparados com 0s
granulomas dos pulmdes. No entanto, as células T ativadas também sé&o
encontradas nos linfonodos torécicos de animais com TB disseminada e latente
(FLYNN et al., 2015; BLISCHAK et al., 2015).

Evidéncias apontam que as lesdes granulomatosas in vivo, ao longo da
infeccdo em PNH, parecem destacar areas de inflamacgdo associadas a neutrofilos,
macréfagos ou linfécitos e que pode apresentar tamanho e orientacdo espacial com
variacfes, caracteristica que revela sua trajetéria ao longo da infec¢éo, incluindo a
identificacdo de granulomas recém-formados durante a infeccdo primaria e
reativacdo da TB; porém, diferem em sua evolugcdo entre animais com TB ativa e
infeccdo latente. Assim, € a atividade de soma total da carga de granuloma de um
individuo que, em Ultima andlise, contribui para o desfecho clinico (FLYNN et al.,
2003; FLYNN et al., 2015).

Em PNH e humanos, a formacdo de granulomas e o aumento do ndédulo
linfatico mediastinal ocorrem durante o curso da infec¢ao, variando de acordo com o
estado imunoldgico do infectado. A infec¢do dos linfonodos por Mtb pode contribuir
para o agravamento da doenca e patologia em PNH, quando se tornam aumentados
e necroticos, resultando em colapso e enfisema pulmonar. Os macacos rhesus, em
geral, ttm maior numero de génglios linfaticos infectados e menor de necrosados,
assemelhando-se a situacdo da TB pediatrica. Ja& os macacos cynomolgus podem
representar a situacdo da TB em humanos adultos, com infeccdo latente quase
sempre apresentando granuloma pulmonar, muitas vezes calcificado, e em outros
casos, no complexo de Ghon (CHOI et al., 2016).

Aléem do IFN-y, outras citocinas importantes estdo envolvidas na resposta
imune ao M. tuberculosis, o que incluem o fator de necrose tumoral alfa (TNF), e a
interleucina-12 (IL-12). A producgéo de IFN- y desempenha um papel importante na

resposta imune, necessaria para o controle da infeccdo. O TNF ativa macrofagos e
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provoca a morte intracelular da bactéria, além de ter um papel importante na
formacdo e manutencdo do granuloma. As células TCD4 sdo responsaveis pela
producdo de IFN-y para auxiliar a ativacdo de macrofagos, bem como outras
funcdes efetoras envolvidas na eliminacdo da bactéria. As células TCD8 também
estdo envolvidas no mecanismo de morte das células infectadas via secrecdo de
granulolisina. As células B sdo responséaveis pela producdo de anticorpos, podem
desempenhar um papel na apresentacdo de antigenos e estdo presentes nas
estruturas do granuloma (LIN et al., 2008).

Um fator que interfere na resposta imune contra a TB em PNH é a infeccao
pelo virus da imunodeficiénca simia (SIV). A infeccdo latente pelo SIV em macacos
cynomolgus resulta em aumento significativo da frequéncia de células T especificas
por um curto periodo, seguido da sua reativacdo. O andamento da reativacao viral
dependente de redugcBes prematuras nos numeros de células T periféricas CD4+,
sugere uma correlacdo com o aumento da replicacdo bacteriana em granulomas
exauridos em funcdo de constantes respostas no combate ao bacilo pelas células T.
Na maioria dos casos, os granulomas dos PNH SIV-positivos sdo semelhantes aos
SIV-negativos (FLYNN et al., 2003; FLYNN et al., 2015).

Sendo assim, os granulomas sao dinamicos com fenétipos das populagdes de
macréfagos susceptiveis de sofrerem mudancas significativas ao longo da infeccgéo,
0 gue pode desencadear uma resposta imune eficiente no combate ao bacilo ou

ineficiente, resultando na doenca ativa (PHUAH et al, 2012).

2.3.Epidemiologia da tuberculose

A TB é uma enfermidade que acomete milhares de pessoas no mundo e
estima-se que um ter¢o da populacdo mundial alberga em seu organismo o bacilo de
Koch, e dessas, apenas 5% desenvolvem TB ativa (ROSEMBERG, 2001). Consiste
em uma das 10 principais causas de morte em todo o mundo. Em 2015, havia cerca
de 10,4 milhées de novos casos de TB em todo o mundo, sendo 1,2 milhdo (11%)
representado por pessoas que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). Em 2016, assumiu o primeiro lugar entre as doencas infecciosas que mais
matam, ultrapassando o HIV (WHO, 2016).
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Atualmente a TB tem destague em decorréncia do problema exacerbado nos
altimos anos pela pandemia do HIV e pelo surgimento de resisténcia a multiplos
antibioticos com evolucdo para uma doenca multirresistente, notadamente em
associacado com este virus (ZUMLA et al., 1999).

E um dos maiores problemas de salde publica no mundo. Seis paises
representaram 60% dos novos casos: india, Indonésia, China, Nigéria, Paquistdo e
Africa do Sul. Em todo o mundo, a taxa de declinio na incidéncia de TB permaneceu
em apenas 1,5% de 2014 a 2015 (WHO, 2016). Em regifes onde a urbanizacao &
cada vez mais acelerada e desordenada a incidéncia aumenta o que promove a
rapida transmissdo da doenca (HIJJAR; OLIVEIRA; M. TEIXEIRA, 2001).

2.3.1. A tuberculose no Brasil

O Brasil € um dos 22 paises responsaveis por concentrar 80% da carga
mundial de TB, sendo as acdes de combate a doenca priorizadas pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS). Em 2014, durante a Assembleia Mundial de Saude,
ocorreu aprovacdo de uma nova estratégia global para enfrentamento da doenca,
com metas para reduzir os casos de TB ou mesmo erradicar até o ano de 2035. A
partir disso, o Ministério da Saude iniciou a constru¢cao de um plano nacional com
indicadores operacionais e epidemiol6gicos como 0s eixos principais dos programas
de controle da TB (BRASIL, 2017).

Os dados séo obtidos a partir do Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificagdo (Sinan), do Sistema de Informacdo de Tratamentos Especiais de
Tuberculose (SITE-TB) e do Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM).
Andlises realizadas no periodo entre 2006 a 2016 para o0s indicadores
epidemioldgicos e entre 2015 e 2016 para os indicadores operacionais demostraram
que em 2016 foram diagnosticados e registrados 66.796 casos novos e 12.809
casos de retratamento de TB no Brasil (BRASIL, 2016a; BRASIL, 2017).

No periodo entre 2007 a 2016, o coeficiente de incidéncia da doenca
apresentou uma variagdo meédia anual de -1,7%, passando de 37,9/100 mil
habitantes em 2007 para 32,4/100 mil habitantes em 2016. Apesar dessa reducéao, a
meta para eliminacdo da TB como problema de saude publica no Brasil € de <10

casos para cada 100 mil habitantes, ou seja, 85% dos novos casos de pacientes
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baciliferos, resultado este que esta condicionado a alguns indicadores, como por
exemplo, a reducdo do coeficiente de incidéncia da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida — AIDS (BRASIL, 2016a).

O pais segue com o plano nacional pelo fim da TB, definindo indicadores
para 0 monitoramento do progresso das acdes empregadas na prevencao e no
cuidado integrado centrados no paciente, politicas arrojadas e sistema de apoio,

bem como na intensificacdo da pesquisa e inovacédo (BRASIL, 2017).

2.3.2. A tuberculose no Rio de Janeiro/RJ

O estado do Rio de Janeiro é endémico para TB e, especialmente as
comunidades e periferias da cidade sofrem com essa doenca. Com uma populacéo
de cerca de sete milhdes de habitantes, mais de dois milhdes vivem nas 763
comunidades existentes na cidade. De acordo com o Censo 2010 do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o RJ é a cidade brasileira que possui o
maior percentual de sua populacao vivendo em assentamentos informais (22%), fato
gue viabiliza elevados indices de mortalidade por TB (IBGE, 2010).

A questdo implica em uma relacao intrinseca entre a apropriacdo desigual
do espaco urbano e a incidéncia de TB, considerando que o grande adensamento
populacional, a baixa qualidade das habitacdes e o acesso insuficiente a servicos

essenciais facilitam a reproducao social da doenca (IBGE, 2010).

2.4. Carater zoona6tico da tuberculose

A infeccdo pode ocorrer em diversas espécies de mamiferos, associadas ao
seu proéprio tipo de hospedeiro humano e ndo humano, tais como ungulados e
roedores (BAKKER, 2008; WILBUR; ENGEL; JONES-ENGEL, 2012). Em funcdo da
caracteristica zoonotica, a TB gera preocupacéo em relagcdo ao bem-estar e a saude
animal, assim como para a saude humana, visto que causa uma doenca pulmonar
progressiva, principalmente em PNH. A TB clinica s6 € evidente uma vez que a
infeccéo esta bem desenvolvida, o que oferece um tempo mais que suficiente para a
doenca se disseminar (MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001; VERVENNE et al.,
2004).
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Ha relatos de contaminagdo por bacilos do CMtb em PNH mantidos em
criadouros cientificos e jardins zoologicos em diversos lugares do mundo,
especialmente quando animais importados de paises com alta prevaléncia de
infeccdo humana sdo introduzidos nestas cria¢cdes, impulsionando, assim, 0s
estudos da TB em animais cativos exéticos (ABRAHAO, 1998).

A infeccdo por micobactéria em PNH pode resultar em manifestacdes
pulmonares semelhantes as observadas em humanos, incluindo lesdes
granulomatosas caseosas e cavitarias, que facilitam a disseminacado do bacilo por
aerossois infectados para outros animais ou seus manipuladores. Evidéncias
sugerem que os PNH do Velho Mundo podem manter infeccao latente tal qual no
humano (ABRAHAO, 1998).

Um surto foi documentado em uma colonia fechada de macacos rhesus
(Macaca mulatta) do Instituto de Pesquisa de Ciéncias Médicas - Research Institute
of Medical Sciences, em Bangkok/Tailandia mesmo com rigor na biosseguranca
dessa instituicdo. Realizada a triagem do bacilo na colénia; porém, o estudo nao foi
conclusivo quanto a fonte da infeccdo. Todavia, sugeriu que 0s homens que
trabalham direta ou indiretamente com o0s animais poderiam apresentar uma
infeccdo latente ndo diagnosticada e, assim, podem ter disseminado o bacilo via
aerossois ou escarro contaminado, o que deflagrou surtos intermitentes no referido
criatério (PAYNE et al., 2011).

Outro estudo realizado em 68 PNH mantidos no zoolégico de Cali e nos
tratadores dos animais, utilizando métodos de diagndsticos bacterioldgicos e
moleculares, identificou a presenca de Mycobacterium em 13 diferentes espécies de
primatas do Novo Mundo. Nao houve correlacdo entre a presenca de Mtb nos PNH
estudados e a TB em pessoas que cuidam dos animais; entretanto, considerando
que o teste PPD nado esta atualmente incluido nos regulamentos colombianos
relativos a conduta meédica anual, é possivel supor que os cuidadores que trabalham
neste zooldgico podem ter constituido uma potencial fonte de infec¢éo. Isto porque a
incidéncia de TB humana nas regiées onde os macacos foram capturados é um dos
mais altos na Colémbia, sugerindo que esses animais poderiam ter contraido a
infeccdo por meio de contato com pessoas com tuberculose (ALFONSO et al.,
2004).

Em razdo da TB ser uma das antropozoonoses de relevancia para a saude

publica, torna-se necessario que a vigilancia em zoonoses desenvolva e execute
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acOes que assegurem a prevenc¢do e/ou combate, no que diz respeito a instalagéo,
transmissdo e manutencdo desta epizootia, considerando a populacdo exposta, a
espécie animal envolvida e a area afetada (alvo) em um determinado espaco de
tempo (BRASIL, 2016b).

Considerando também a potencial ameaga que a TB animal representa a
saude publica, torna-se imperioso promover a¢ées no sentido de conscientizar a
populacdo a respeito do carater zoonoético desta insidiosa doenca. O
desconhecimento das comunidades assistidas acerca dos riscos da TB zoonotica
demonstra a necessidade de uma maior interacdo da comunidade cientifica e das
instituicbes governamentais com a sociedade, visando a conscientizacdo sobre a
importancia da adocao de praticas sanitarias adequadas, no sentido de contribuir
para o controle e/ou erradicacdo da doenca e minimizar as implicagcdes na saude
(BRASIL, 2011).

2.4.1. A tuberculose em primatas ndo humanos

No tocante aos aspectos epidemiolégicos da TB em PNH, desde a década
de 1970 h& evidéncia de reducdes significativas na incidéncia da doenca. Todavia,
surtos de TB continuam a ocorrer em colbnias estabelecidas e permanecem
ameacando a saude destes animais e dos trabalhadores (LERCHE et al., 2008). No
entanto, apesar das diretrizes estabelecidas pelos Centros para Controle e
Prevencdo de Doencas (CDC) em 1991 e da ampla adocdo de programas de
vigilancia, praticamente todas as instalacbes de primatas, principalmente, nos
Estados Unidos ja apresentaram casos de TB (KAUFMANN, 1971; BUTLER; HAAS;
CRAWFORD, 1996; ROBERTS; ANDREWS, 2008).

Em geral, a TB € menos frequente em espécies de primatas originarias da
Africa e pouco comum em espécies da América do Sul. Todavia é mais insidiosa em
animais originarios de paises da Asia, particularmente os animais do subcontinente
indiano. De qualquer modo, espécies simias de diferentes areas geograficas nao
devem ser alocadas em um mesmo ambiente, uma vez que podem resultar em
disseminagéo generalizada da doenca (MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001).

Animais assintomaticos podem estar sujeitos a reativacdo de infeccdes

latentes e quando nao detectadas, especialmente durante a quarentena, € um fator
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de risco na epidemiologia da TB em PNH. Estas sdo as principais razdes pelas quais
essa doenca é tdo dificil de ser controlada em PNH (MUGISHA, UNWIN;
LANGHOUT, 2009).

2.5. Manifestacéo clinica da tuberculose em primatas ndo humanos

Macacos rhesus e cynomolgus podem apresentar um espectro clinico da
doenca semelhante ao do humano com manifestacées variando de TB latente a
ativa e indices de mortalidade significantes (WILBUR; ENGEL; JONES-ENGEL,
2012). Além das similaridades imunoldgicas, a variedade de resultados decorrentes
da infeccdo, apresentacdo clinica e patologica nestes macacos pode ser
notavelmente similar & TB humana (FLYNN et al., 2015). Os macacos rhesus exibem
um curso clinico variavel, enquanto os macacos cynomolgus tendem a um curso de
infecgao crénico (MUGISHA, UNWIN; LANGHOUT, 2009). Ainda assim, pouco se
entende sobre os fatores que influenciam a patogenicidade do Mtb em PNH e a
literatura sobre a progressao da infeccdo em outras espécies de primatas é escassa
(WILBUR; ENGEL; JONES-ENGEL, 2012).

2.5.1. Manifestacéo clinica da tuberculose na infeccao latente

Os PNH invariavelmente vao a Obito sem que haja histéria clinica ou sinais
clinicos relevantes, tendo sido observado com maior frequéncia o desenvolvimento
de sinais respiratérios nos macacos rhesus do que nos cynomolgus (CHOI et al.,
2016). A infeccdo latente é evidenciada pelos testes tuberculinicos positivos e
parametros imunoldgicos especificos de infeccdo por Mtb, com resultado negativo
para cultura em aspirado gastrico (AG) ou lavado broncoalveolar (LBA), além da
sedimentacao de eritrécitos (velocidade de sedimentacao - VHS) normal dois meses
apos a infeccdo. O espectro de infeccdo latente em seres humanos, especialmente
em pessoas infectadas pelo HIV, e os macacos cynomolgus sdo semelhantes, onde
a doenca subclinica é detectada por meio de um teste de liberagdo de interferon-y
positivo (IGRA - Interferon Gamma Release Assay) ou testes tuberculinicos
positivos, radiografia de torax normal, mas com baciloscopia positiva (FLYNN et al.,
2015).



32

2.5.2. Manifestacéo clinica da tuberculose ativa na infeccdo primaria

Assim como nos humanos, a TB ativa em PNH apresenta alguns sinais de
doenca, como: tosse, fraqueza, paralisia, perda de apetite, alopecia, depresséo
profunda e perda de peso, sendo a caquexia um forte indicativo de TB em PNH.
(FLYNN et al., 2015; MATZ-RENSING et al; 2015).

Em macacos rhesus, a TB normalmente se manifesta de forma aguda e
progressiva, desencadeando a lesdo pulmonar, com pontos de abscessos
localizados. Casos de TB cuténea priméaria e secundaria sdo caracterizados por
feridas ndo cicatrizantes, Ulceras drenantes ou tracos fistulosos combinados com o
aumento dos linfonodos (MATZ-RENSING; et al 2015). Embora existam poucos
relatos de TB em primatas do Novo Mundo, eles sédo suscetiveis a infec¢cdo por
micobactérias mediante exposicdo. E imperioso que as espécies do Velho e do Novo
Mundo sejam alojadas separadamente (LEATHERS; HAMM,1976).

2.6. Diagndstico da tuberculose

Por ser uma doenca infectocontagiosa, a confirmacéo diagnéstica é dada pela
deteccdo do bacilo ou resposta imune ao antigeno da TB no individuo. Atualmente
sdo utilizados métodos diagndsticos bacteriolégicos, imunolégicos, moleculares e
histopatoldgicos. A escolha do tipo de exame a ser empregado € essencial para
auxiliar na tomada de decisbes das medidas cabiveis quanto a intervencdo da
cadeia de transmissdao do bacilo da TB. Uma vez que a patogénese, a
susceptibilidade e as respostas imunes variam amplamente quando se trata de
animais cativos ou silvestres, um mesmo teste de diagnéstico pode ser mais
eficiente para os cativos e menos eficiente para os silvestres ou vice-versa; por isso,
€ recomendado aplicacdo de pelo menos dois métodos, na tentativa de minimizar
resultados falso-negativos e aumentar as chances de deteccdo de animais

infectados (CAMPOS, 2006; LECU; BALL, 2011).

2.6.1. Bacteriolégicos

A cultura e a baciloscopia do bacilo &alcool-acido-resistente (BAAR)

associadas sao consideradas os “métodos de elei¢ao” para o diagndstico da TB. A
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baciloscopia feita pela coloracdo de ZN é atualmente a técnica mais utilizada no
Brasil, ndo apenas para o diagndstico, como também para o controle do tratamento.
Desde que executada corretamente, permite detectar de 60% a 80% dos casos, com
resultado em até 24 horas. Em 2012, dos 59.972 casos de TB pulmonar registrados
no pais, 85,8% realizaram baciloscopia no momento do diagndstico da TB; desses,
37.907 (73,7%) tiveram o resultado positivo. Este método é fundamental, do ponto
de vista epidemioldgico, ja que os casos baciliferos sdo os responsaveis pela
manutencdo da cadeia de transmissdo. A técnica da coloracdo de ZN é de
processamento rapido, sendo a analise um procedimento relativamente simples.
Contudo, ndo é especifica para a identificacdo do CMtb (WHO, 2011; BRASIL,
2011).

A cultura é uma técnica considerada “padrao-ouro”, sendo possivel utilizar
amostras de LG, LBA ou retal, fezes, biopsia de fragmentos de 6rgdos com ou sem
lesdo macroscopica. O grande problema é que é necesséario um periodo de até dois
meses para obtencdo do resultado final (BUSHMITZ et al., 2009). Todavia, a cultura
associada aos testes de sensibilidade aos antimicrobianos, permite o diagndstico
dos casos de Mtb resistente a drogas (BRASIL, 2006).

Para detectar bacilos de TB pela coloracdo de ZN em amostras de PNH sé&o
necessarias cargas de bacilos superiores a 10%-10* unidades formadoras de col6nias
(UFC) de Mtb por mL, porém menos de 10 UFC/mL sao suficientes para infectar um
macaco cynomolgus (Macaca fascicularis). Isso significa que uma amostra pode
apresentar resultado positivo na cultura e negativo na baciloscopia. Portanto, uma
cultura positiva fornece evidéncia de doenca, entretanto uma cultura negativa néo
exclui a possibilidade dos animais estarem infectados com TB. Em razéo da baixa
carga bacteriana no estagio inicial da doenca, animais com resultados positivos no
teste tuberculinico podem apresentar resultados negativos na cultura, ndo excluindo
a possibilidade de contaminacdo (LECU; BALL, 2011).

2.6.2. Imunoldgicos

2.6.2.1. Teste tuberculinico
O teste tuberculinico tem sido o mais utilizado para a deteccao da infeccéo

da TB em humanos e em PNH. Consiste na administracdo intradérmica de
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tuberculina. A leitura é feita em 24, 48 e 72 horas apés a inoculacdo por meio da
deteccdo de uma resposta de hipersensibilidade tardia, caracterizada por um edema
cutaneo local (ANDERSEN et al., 2000; JANEWAY; TRAVERS; WALPORT, 2001).

Para PNH de porte médio (de 4 a 7 kg) e grande porte (> 7 kg) recomenda-
se 0,1 mL de tuberculina de mamiferos (Mammalian Old Tuberculin/MOT, 2.500 UI)
e 0,05 mL para PNH de pequeno porte (< 4 kg) (BRASIL, 2016b). A aplicagdo é
realizada na margem superior concava da palpebra, local de eleicdo para
administrar o teste por ser de facil leitura. No caso de trauma no olho recomendado,
aplica-se na péalpebra do olho esquerdo. No caso de trauma ocular bilateral, pode-se
administrar o inoculo na regido periumbilical (BUSHMITZ et al., 2009).

Apesar de estabelecido internacionalmente como teste padréo de triagem de
TB, o teste tuberculinico possui algumas limitacdes para os PNH, que podem gerar
resultados falso-positivos em funcdo das reacbOes cruzadas com outras
micobactérias ndo patogénicas. Resultados falso-negativos sdo gerados em
consequéncia de a: i) falta de especificidade dos antigenos do CMtb; ii) auséncia de
reacao alérgica (anergia), que pode ocorrer em periodos proximos ao parto (15 dias
antes ou apas); iii) animais imunodeprimidos e desnutridos; iv) animais infectados a
menos de 40 dias da aplicacdo; v) inoculacdes sucessivas; vi) aplicacdo de altas
doses de antigeno. Em PNH é preciso uma maior concentracdo dos antigenos para
induzir uma reacdo positiva ao teste tuberculinico em compara¢cdo com 0S seres
humanos. Deste modo, para se evitar as reacdes falsas, tanto positivas como
negativas do PPD, outros métodos foram desenvolvidos para diagndéstico da
infecgdo, tanto para humanos como para PNH (FINKELSTEIN; HOPKINS, 1996;
LEINER; MAYS, 1996; AREND, 2001; AREND et al., 2001).

Os resultados falso-positivos em animais sensibilizados para outras
micobactérias ambientais e as sucessivas interrup¢cbes do processo de producao
comercial da MOT, unico fabricante nos Estados Unidos (Synbiotics, Inc.), desde a
década de 1990 até os dias atuais, acarretou uma suspensao da vigilancia rotineira
da TB em muitas instalacbes de PNH e de quarentena priméaria, no caso de
importacéo. Esse cenario tem sido o principal motivador nos esforcos constantes
para desenvolver e validar métodos adicionais na vigilancia da TB em PNH
(LERCHE et al., 2008).



35

2.6.2.2. Interferon gama (IFN-y)

Técnicas alternativas tém sido aperfeicoadas na busca de um diagnostico
preciso para TB. Um desses métodos baseia-se na deteccdo do IFN-y, citocina
liberada por células T quando entram em contato com antigeno especifico de
Mycobacterium, desencadeando uma resposta imune a TB no hospedeiro.
Imediatamente apds a infeccdo, a resposta imune celular é predominante,
responsavel pela formacéo dos granulomas caracteristicos da doenca. Nessa fase, a
populacdo bacteriana ainda € pequena. Na segunda fase da infeccéo, a resposta
imune é dominada pela formacdo de anticorpos circulantes, correlacionada a uma
severa progressdo da doengca e com 0 aumento significativo da populacdo
micobacteriana e, consequentemente, a sensibilidade ao teste (LIN et al., 2008;
BAKKER, 2008).

Os ensaios com IFN- y, portanto, atualmente sdo métodos in vitro adotados
como alternativa ao teste tuberculinico, utilizados para humanos e PNH. Os ensaios
com IF-y sdo mais especificos, uma vez que as proteinas ESAT6 e o CFP10
utilizadas nos kits sdo exclusivas ao grupo do CMtb, o que diminui a probabilidade
de resultado falso-positivo (PAI; RILEY; COLFORD JR, 2004).

Atualmente, o Quantiferon-TB® (Cellestis Limited, Carnegie, Victoria,
Austrélia) e o T SPOT-TB® (Oxford Immunotec, Oxford, Reino Unido) sdo os dois
ensaios comerciais baseados na imunidade mediada por células T com a liberacéo
de IFN-y em resposta aos antigenos de Mtb, ambos utilizam métodos como o ensaio
de imunoabsorcdo enzimatica (Enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) e o
ensaio imunoespot ligado a enzimas (Enzyme-linked immunospot-assay- ELISPOT).
A primeira geracao utilizou amostras de sangue total e o ensaio ELISA para aferir o
IFN- y liberado em resposta ao PPD. O outro teste € o T SPOT-TB cuja producéo de
IFN-y é feita por meio do ensaio ELISPOT utilizando-se células mononucleares de
sangue periférico (peripheral blood mononuclear cells - PBMCs), que quando
incubadas com as proteinas ESAT6 e CFP10, produzem a citocina em resposta aos
antigenos de Mycobacterium (VERVENNE et al., 2004; PAI; RILEY; COLFORD JR,
2004; AMORIM, 2015).

O PRIMAGAM® é um teste répido de quantificacdo de IFN-y, validado para
as espécies Macaca fascicularis e M. mulatta, considerado como ferramenta
importante na vigilancia da TB em criagbes de PNH (GARCIA et al.,, 2004,
VERVENNE et al., 2004; AMORIM, 2015).
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Por fim, os testes tuberculinicos e os de IFN-y sdo hoje mundialmente
aceitos como métodos para a triagem de TB em PNH. O IFN-y, particularmente
agueles produzidos em resposta a antigenos RD1, sdo importantes como um
diagnéstico de referéncia nas elucidacdes clinicas. Tanto para humanos quanto para
PNH, a maior especificidade destes ensaios consiste em uma alternativa para o
monitoramento da TB nos casos de teste tuberculinicos positivos (PAl; RILEY;
COLFORD JR, 2004; LIN et al., 2008).

2.6.3. Moleculares

Os diagnésticos moleculares tém sido cada vez mais adotados na deteccao
do CMtb por promoverem novas possibilidades para investigar os efeitos deste
patdogeno mal compreendido em PNH. Além disso, a biologia molecular é capaz de
gerar resultados fidedignos em um curto espaco de tempo (WILBUR et al., 2012) Os
avancos no sequenciamento genético de Mtb e M. bovis permitiram a identificacao
de proteinas especificas do CMtb, como ESAT-6 e CPF-10 (LERCHE et al., 2008).

As vantagens dos métodos moleculares sdo que, em geral, ndo dependem
da funcdo imune intacta de um hospedeiro especifico, permite monitorar a
transmissao, definir determinados grupamentos populacionais de cepas, diferenciar
a reinfeccdo enddgena da exdgena, avaliar recidiva, identificar contaminacgéo
cruzada em laboratorios, estudar a evolugcdo molecular das espécies e compreender
melhor a patogénese da doenca (ABRAHAO, 1998; CAMPOS, 2006). Outra
vantagem € o seu potencial para informar a andlise genotipica e filogenética,
aproveitando os recentes estudos do genoma e a crescente colecdo de sequéncias
de genes expostas no GenBank que possibilita a definicho dos padrbes de
transmissdo do CMtb, dados essenciais para prevenir uma infecgcdo na coldnia
(WILBUR; ENGEL; JONES-ENGEL, 2012).
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2.6.3.1. Reacao em cadeia da polimerase (1S6110)

Consiste em um tipo de amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase
(Polimerase Chain Reaction - PCR) que amplificam o fragmento de 123 pb da
sequéncia 1S6110, exclusivo do CMtb (WILBUR; ENGEL; JONES-ENGEL, 2012).

Apoiado no principio de que as micobactérias sdo patdgenos intracelulares
predominantemente respiratrios ou gastrointestinais, amostras de LBA e AG podem
aumentar a probabilidade de identificar um animal infectado. A técnica de PCR
IS6110 foi utilizada para deteccdo de DNA de bactérias do CMtb em amostras de
cavidades bucais de pacientes suspeitos. WILBUR (2012) e colaboradores
realizaram um experimento cujo método de coleta foi baseado em esfregaco oral por
meio de swab (oral swab PCR - OSP). Para tanto, amostras orais foram coletadas
de multiplas populacbes de macacos da Asia e de Gibraltar. Os resultados
mostraram que o OSP detectou o DNA do CMtb presente na mucosa oral de 263
PNH sinantropicos de 11 espécies distintas, provenientes de cinco paises e em
contextos distintos de contato humano, tais como templos, animais de estimacéo ou
de espetaculos, de vida livre ou de zoolbégicos. Em 84 animais (31,9%) foi detectado
0 DNA do CMtb. Como esperado, as maiores prevaléncias foram encontradas nos
paises onde o contato dos animais com 0s humanos é mais intenso. Outras
pesquisas experimentais sdo necessarias para validar o protocolo do OSP para
PNH, pois o0 mesmo se mostrou mais preciso que o teste tuberculinico, além de ser
de mais facil aplicacdo e interpretacdo. Além disso, a capacidade de detectar mais
facilmente a presenca de DNA de TB, a facilidade de obtencdo da amostra, a
vantagem de nao depender do sistema imune do animal e a relativa simplicidade do
teste o tornam promissor no monitoramento de colénias de PNH para TB (CAMPOS,
2006; WILBUR et al., 2012; WILBUR; ENGEL; JONES-ENGEL, 2012).

A PCR apresenta maior sensibilidade na deteccdo de Mtb comparada com a
coloragdo de ZN, pois a técnica ndo amplifica o DNA da MOTT (mycobacteria other
than tuberculosis), frequentemente isolada em outros tipos de ensaios (ALFONSO et
al., 2004).

Estudos tém sido realizados na tentativa de demonstrar que a maioria dos
testes moleculares sdo especificos e sensiveis na detec¢cdo do CMtb, enfatizando a
capacidade de serem incorporados aos testes de TB nos protocolos de quarentena
em criacoes de PNH (ALFONSO et al., 2004).
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2.6.3.2. Sistema GeneXpert® Mtb/RIF

O sistema GeneXpert Dx é composto por um computador, um leitor de
codigo de barras e software pré-instalado para efetuar testes em amostras colhidas
e visualizar os resultados (Figura 2.1). O sistema requer a utilizacdo de cartuchos
Xpert Mtb/RIF (Figura 2.2), contendo todos os reagentes que promovem a reacao
(Figura 2.3), descartaveis, o que reduz o risco da ocorréncia de contaminacao
(BRATS, 2011; VAN RIE et al., 2012).

Em 2010, esta plataforma foi recomendada pela OMS para o diagnéstico
inicial em pacientes com TB e suspeita de multirresisténcia ou coinfec¢ao pelo HIV,
em razao da elevada precisao e do custo-efetivo relativamente baixo do teste. No
Brasil, a técnica foi aprovada pela Comissdo Nacional de Incorporacdo de
Tecnologias em Saude para sua inclusdo no SUS em setembro de 2013 (PINTO et
al., 2015). Trata-se de um método de diagndstico rapido que consiste na purificacao,
concentracdo e amplificacdo de &cidos nucléicos de Mtb pela técnica de PCR em
tempo real, tendo como principal beneficio a integracdo automatizada dos processos
de extracdo do DNA, amplificacdo e deteccdo. A técnica permite identificar o
material genético de micobactérias do CMtb em duas horas, inclusive as resistentes
a rifampicina (RIF) (BRATS, 2011; VAN RIE et al., 2012).

Foto: Laine Wilma do Nascimento

Figura 2.1: Sistema automatizado GeneXpert Dx. A: computador e leitor com
codigo de barras; B: Cartuchos descartaveis Xpert Mtb/Rif; C: Reagentes.

O teste é amplamente utilizado para o diagndstico de TB em humanos e hoje

vem sendo utilizado como triagem para deteccédo de TB em PNH do SCPrim (ICTB-
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Fiocruz) a partir de uma parceria entre as equipes do Centro de Referéncia
Professor Hélio Fraga (CRPHR) / Escola Nacional de Saude Publica Sérgio Arouca
(Ensp/Fiocruz) e o ICTB-Fiocruz. A parceria resultou na publicacdo de um artigo que
detectou infeccdo ativa por TB resistente a RIF nos PNH. O trabalho avaliou o uso
do ensaio molecular Xpert Mtb/RIF, que se mostrou eficiente por gerar resultados
em apenas 2 horas, o que acelera a execucao das acoes de profilaxia, reduzindo as
chances de propagacdo da doenca ndao s6 na colbnia, mas também entre os
trabalhadores. Os resultados demonstraram que o Xpert Mtb/RIF é eficiente, mas
deve ser complementado com o teste padrédo-ouro, que é a cultura bacteriolégica
(ALVES DA SILVA et al.,, 2017), uma vez que a recomendagdo & de associar

meétodos para a obtencédo de resultados mais fidedignos.

2.6.4. Anatomo-patologicos

Os programas para 0 manejo da TB em colonias de PNH geralmente
envolvem testes tuberculinicos regulares associados a outros métodos de
diagnéstico, incluindo exames histopatologicos de bidpsias e necropsias
(DILLEHAY; HUERKAMP, 1990; AMORIM, 2015).

O aspecto histopatolégico classico da TB pulmonar é o granuloma com
necrose caseosa central. A TB extrapulmonar (TBEP) na forma miliar ou
granulomatosa, portanto, as caracteristicas histopatolégicas variam conforme o0s
orgaos e/ou sistemas acometidos. O exame macroscopico permite identificar a lesao
granulomatosa e outras apresentacdes da leséo tecidual causada pelo bacilo. No
entanto, para assegurar que determinada lesdo é tuberculosa, torna-se necessario
realizar a coleta do material para que seja encaminhado para andlise
histopatologica, bacteriolégica e molecular e, assim, identificar o Mycobacterium na
amostra. No caso da TB ganglionar, deve-se coletar a amostra do ganglio afetado
para o exame bacteriologico e histopatoldgico, por bidpsia ou por puncao aspirativa,;
€ menos invasivo e pode ser realizado em ambulatério. Entretanto, em outras formas
paucibacilares de TBEP, ou seja, que apresentam poucos bacilos, a coleta de
material pode exigir recursos cirargicos, o que cria obstaculos para o diagndstico.
Por este motivo torna-se imprescindivel uma estrutura adequada que garanta nivel

de biosseguranca satisfatério para execugdo do procedimento O achado do
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granuloma especifico ou do bacilo sela o diagnostico (CAMPOS, 2006; BRASIL,
2011).

Por se tratar de um agente etiolégico do grupo de risco lll, capaz de infectar
por de aerossois, a recomendacao € que a area de manipulacéo do agente disponha
de barreiras de contencdo primarias e secundarias. As primarias constituem as
técnicas e praticas padronizadas, o uso de equipamentos de protecdo individual
(EPIS) e o emprego de equipamentos de protecdo coletiva (EPCs), como por
exemplo, a cabine de seguranca biologica, essencial para reduzir a contaminacao do
ambiente durante a abertura das carcacas. As barreiras de contencdo secundarias
sao estabelecidas pelo desenho das instalacées que devem ser, preferencialmente,
isoladas em edificios ou em maodulos separados e com acesso controlado. Deve
oferecer sistemas de ventilacdo especializados que assegurem fluxo de ar
direcionado e a exaustdo com troca de ar e filtro HEPA e os efluentes devem
receber o tratamento exigido por normas de biosseguranga (BRASIL, 2008).

Fragmentos de tecido com lesdes sugestivas de TB, com ou sem lesdes
macroscopicas, devem ser enviados para exame histopatolégico em frasco de boca
larga, hermeticamente fechado, imersos em solucdo de formaldeido a 10%,
observando-se a proporcdo de uma parte de amostra para 10 de formaldeido e a
temperatura ambiente. Esse material ndo deve ser congelado ou resfriado (BRASIL,
2006).

Assim, para o correto diagnéstico da TB em um animal ou um grupo de
animais é recomendavel a combinacdo de técnicas diagnésticas por meio de
exames bacteriologicos, imunolégicos, moleculares e histopatoldégicos e o0s
resultados de todas essas analises devem ser confrontados entdo ao historico
clinico-epidemioldgico e/ou achados anatomo-patoldgicos, a fim de se tomarem as
acOes mais coerentes na prevencdo e controle da doenca (LECU; SASCHA,
FRANZ-JOSEF, 2008). Aléem disso, um servico que realize a necropsia do animal
com programa de vigilancia da TB post-mortem € indispensavel, pois em associacao
com outras medidas, potencializa a eficacia das tentativas de exclusao do patdégeno
em uma criacdo de PNH (FOX; COHEN; LOEW, 2002).
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2.7 Controle e erradicacdo da tuberculose em criagdo de primatas nao

humanos

O controle da TB se fundamenta no bloqueio de pontos criticos da cadeia de
transmisséo da doenca. E importante conhecer a situacdo sanitaria em uma unidade
de criagdo com suspeita de TB para que sejam empregadas as medidas profilaticas
cabiveis, de acordo com a realidade da instituicdo. Em se tratando de PNH, a
recomendacdo do Ministério da Agricultura é a eutanasia dos animais reagentes
(BRASIL, 2006).

A fim de aperfeicoar a deteccao da infeccdo por CMtb em colénias de PNH é
necessario o uso de protocolos de rastreio que incorporem métodos que permitam a
analise da tipagem da carga genética do grupo de Mycobacterium do CMtb
circulante nos grupos de PNH. A deteccdo dos casos de TB resistentes aumenta a
capacidade de elucidar os padrbes de transmissdo da doenca (WILBUR et al.,
2012).

2.7.1. Rastreabilidade do bacilo

Os PNH podem albergar o Mtb por anos sem que apresentem sinais clinicos
da doenca e como ndo had um teste diagndstico com 100% de exatiddo, torna-se
necessario associar varios métodos de diagndstico quando a suspeita clinica é
elevada (LIN et al., 2008). A dificuldade em se detectar a infecgdo latente se reveste
de um entrave para estudos que pesquisam a resposta imunoldgica da TB. O teste
ideal deveria ser capaz de detectar os diferentes estagios de infeccao, incluindo os
assintomaticos ou latentes, de forma rapida, segura e de facil interpretacéo, ou seja,
identificar o animal infectado antes da transmissdo do bacilo a outros individuos
(MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001; WILBUR et al., 2012).

A doenca nos PNH, em termos de progresséo, pode ser classificada como
rapida, ativo-crbnica e latente (FLYNN et al., 2003). Por ser uma zoonose de
elevada importéancia epidemiolégica, os animais podem constituir uma fonte de
infeccdo aos profissionais que lidam direta e indiretamente com eles (BAKKER,
2008). Logo, torna-se evidente a necessidade da rastreabilidade do bacilo também

nos profissionais. Assim, € recomendavel que, tanto os trabalhadores quanto os
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bY

animais, sejam submetidos a anamnese e exames periddicos para a triagem do
bacilo (ANDERSEN et al., 2000; LECU; SASCHA; FRANZ-JOSEF, 2008).

O teste tuberculinico com PPD nos funcionarios deve ser realizado a cada
seis meses. As pessoas com reagao = 10 mm devem ser submetidas a exame
radiolégico pulmonar ou outro teste adicional para diagnostico de TB. Pessoas com
clinica compativel & TB devem ser imediatamente encaminhadas para o
atendimento médico e caso a doenca seja confirmada o funcionario devera ser
afastado para tratamento (BUSHMITZ et al., 2009).

2.7.2. Manejo com primatas ndo humanos

Nos programas para o manejo da TB em colonias de PNH, todos os animais
devem ser observados diariamente por um técnico treinado para reconhecer sinais
de doenca, lesdo ou comportamento anormal. Podem ser necessarias observacdes
mais especificas durante a recuperacdo poés-operatdria, no caso de animais
enfermos ou em estado de déficit fisico com procedimentos de manejo para a
vigilancia e diagnéstico de doencas. Os Obitos subitos e os sinais de doenca,
aspectos depressivos ou outros desvios devem ser relatados e prontamente
investigados. Os programas de monitoramento da saude animal dependem das
espécies envolvidas e do foco da pesquisa institucional (NRC; ILAR, 2011).

Os procedimentos para prevencao, diagnostico e terapia de doencas devem
ser aqueles atualmente preconizados pelas normativas das praticas veterinarias. Em
relagdo a TB, os PNH geralmente sdo submetidos aos testes tuberculinicos de rotina
(semestrais ou anuais), necropsia de animais PPD-positivos e quarentena dos
animais comprovadamente expostos ao bacilo. Os métodos soroldgicos, analise de
DNA utilizando PCR, cultura microbiana, bioquimica do sangue para avaliacdes
clinicas, histopatologia e outras técnicas emergentes validadas, também podem ser
utilizados para confirmar um diagnoéstico (NRC; ILAR, 2011).

Uma vez detectada qualquer alteragcdo na sanidade do animal, realiza-se
uma anamnese detalhada, incluindo a investigacdo da ocorréncia de doencas
prévias e a inspec¢ao visual, que podera determinar a necessidade de captura e
contencgdo para coleta de material biolégico ou tratamento (LOPES et al., 2010). Os

animais que apresentarem sinais clinicos sugestivos de TB devem ser isolados para
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evitar disseminacao de uma suposta enfermidade, visando manter os outros animais
saudaveis e ilesos de quaisquer infeccbes durante o processo de diagndstico
(DILLEHAY; HUERKAMP, 1990; NRC; ILAR, 2011).

Durante a primeira semana de quarentena, os procedimentos de avaliacao
do estado sanitario dos animais suspeitos no que tange tanto aos aspectos fisicos
como psicolégicos, devem ser realizados duas vezes ao dia, podendo-se passar a
apenas uma vez ao dia no restante do periodo. Observacfes como a identificacdo e
remocao de animais mortos no recinto e a contagem dos animais sao importantes no
periodo de quarentenamento (BRASIL, 2016b).

Apesar de instituicdes de pesquisas adotarem procedimentos rigorosos na
deteccdo e prevencdo da introducdo de animais infectados, surtos de TB em
criadouros de PNH ainda ocorrem, deduzindo-se que, pelo menos, alguns desses
surtos surgiram a partir da reativagdo de infecgbes latentes ndo detectadas
previamente. Por esta razdo, um protocolo para quarentena deve ser instituido de
acordo com cada instituicdo, levando-se em conta a sua realidade sanitaria, as
enfermidades endémicas da regido e a origem dos animais recebidos, aplicando
métodos considerados eficientes na triagem de doencas. Assim, o processo de
qguarentena inclui o isolamento dos animais (importados, suspeitos ou doentes), 0s
testes diagnasticos e o respeito as normas de biosseguranca (MULLER et al., 2010).

A limitacdo de acesso as colénias em quarentena deve ser rigorosa, restrita
aos funcionarios designados para esta funcédo. A area do quarentenario deve estar
distante da area de exposicao (ideal 100 m de distancia) (BUSHMITZ et al., 2009).
Caso exista infraestrutura adequada de isolamento, o ideal € que a area de
guarentena para TB possua pressao interna negativa em relacdo as outras areas da
criacdo. O corpo técnico responsavel deve se dedicar exclusivamente a este setor;
quando isto ndo for possivel, o fluxo dos funcionarios deve ser organizado de tal
forma que eles primeiro cuidem da higienizagéo da area principal e depois passem
para a area de quarentena, encaminhando-se, primeiramente, para a “area limpa” e,
em seguida, para a “area suja’. Os profissionais devem ser treinados em
procedimentos operacionais padronizados (POPs) relacionados as medidas
profilaticas que apontem como evitar a transferéncia de patdgenos das areas de
guarentena ou isolamento para as areas consideradas livres de agentes patogénicos
(IPS, 2007), evitando-se, dessa maneira, a transmissdo de doencas de animais

suspeitos deste setor para animais saudaveis e para os funcionarios (BUSHMITZ et
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al.,, 2009). O animal com resultados de testes positivos para TB, durante a
quarentena, deve ser submetido & eutanasia (BRASIL, 2016b).

O 8 1° do artigo 14 da Lei n° 11.794, de 2008 determina critérios de
indicacdo para eutanasia em situacdes onde ndo ha a possibilidade da adocao de
medidas alternativas, entre eles o fato de representar uma ameaca a saude publica
e risco a fauna nativa ou ao meio ambiente. Neste contexto, um animal suspeito de
TB pode representar um risco potencial; portanto, é recomendado submeté-lo a
eutanasia. E importante levar em consideracdo a legislacdo pertinente a este
procedimento (MCTI, 2013, BRASIL, 2013). Nesse momento de atengdo dobrada, é
essencial que se faga o registro das anormalidades para futuros rastreios.

2.7.3. Medidas profilaticas

Em uma criacdo de PNH com suspeita de TB, medidas profilaticas podem
estar fundamentadas, por exemplo, em um programa de imunizagdo baseado em
um levantamento prévio dos fatores de riscos biolégicos em potencial e/ou latentes,
aos quais os profissionais estejam expostos ao longo do processo de trabalho. O
programa visa efetivar as acdes de biosseguranca por meio da construcdo dos
mapas de riscos e da capacitacdo profissional com treinamento extra e continuado,
principalmente dos POPs e, assim, garantir o franco desenvolvimento das atividades
nos diferentes setores. Os mapas de riscos possibilitam reavaliar as condutas de
trabalho, com base na experiéncia cotidiana e coletiva vivenciada, objetivando a
prevencado de acidentes e doencas ocupacionais, reducdo de impactos ambientais,
promocao da saude do trabalhador e preservacdo do meio ambiente (ANDRADE et
al, 2010).

Considerando um cenario de surto de TB em uma colénia de PNH, as
instalacbes de barreiras sdo medidas profilaticas primarias decisivas quando é
necessario evitar a propagagcao ou o acesso destes agentes as areas bioprotegidas
(MULLER et al., 2010). Neste contexto, higiene pessoal, por exemplo, constitui uma
importante barreira priméaria contra infeccdes. O habito de lavar as méos antes e
apos manipular qualquer animal auxilia na reducéo do risco de disseminar doencas
e de autoinfeccdo (ANDRADE; OLIVEIRA; PINTO, 2006). Outra medida eficaz para

dificultar a disseminacdo do patdgeno € o uso correto dos EPIs pelos profissionais,



45

ferramentas de trabalho destinadas a sua protecdo para minimizar riscos associados
ao tipo e quantidade de agente infeccioso, tempo de exposi¢ao e sensibilidade do
organismo de cada profissional, de modo a garantir a seguranca e a saude no
trabalho. Os EPIs indispensaveis para desenvolver o manejo com primatas séo
uniformes apropriados, botas ou calgados fechados de uso exclusivo no ambiente de
trabalho, visor de protecao, touca, mascara, luvas, sapatilhas e jalecos descartaveis.
Para a protecéo contra a TB séo utilizadas as mascaras dos tipos N95 ou PFF2, que
apresentam porosidade de eficiéncia igual ou maior do que 95%, para reter
particulas de 0,3 um. Os EPCs garantem a seguranca da equipe enquanto um grupo
de pessoas realiza determinada tarefa ou atividade, sendo de extrema importancia
uma vez que protege o coletivo (BRASIL, 2008).

No contexto de um surto de TB, as medidas administrativas visam
desenvolver e efetivar politicas na forma de orientacBes técnicas e protocolos, com a
finalidade de assegurar a rapida identificacdo, isolamento, diagndstico e tratamento
de individuos com provavel TB pulmonar (ativa) (BRASIL, 2011).

Medidas de controle ambiental sdo fortemente recomendadas, visto que o
bacilo da TB é capaz de sobreviver durante meses no meio ambiente, aumentando
sua chance de infectar outros animais susceptiveis. Existem algumas estratégias
gue podem diminuir o seu carreamento, tais como: i) desinfeccéo dos recintos e dos
equipamentos de contencdo (pucas e gaiolas de contencdo), com imersdo em
hipoclorito de sédio (5%), desinfetante Virkon® (monopersulfato de potassio), entre
outros (Tabelas 1 e 2). E importante fazer rodizio de desinfetantes nos recintos; ii)
poda drastica das arvores para aumentar a incidéncia de luz solar e diminuir a
umidade; iii) higienizacdo ambiental e pedilivio na entrada da colonia e de cada
recinto (ex: pé de hidréxido de calcio - cal); v) construcdo de areas de isolamento
entre as diferentes criacbes animais; vi) controle de acesso de pessoas as criacdes
(BRASIL, 2006).

Quando uma criacdo de PNH se encontra sob suspeita de surto de TB,
deve-se iniciar uma triagem de diagndstico clinico e laboratorial para detectar
animais TB-positivos e posterior eutanasia dos mesmos. E imprescindivel a correta
manipulagdo do animal “post-mortem”, atentando-se ao destino correto da carcaca
(BRASIL, 2006; ANVISA, 2004).

Sao considerados residuos solidos do grupo A2 as carcacas que

apresentam as seguintes condi¢cdes: i) provenientes de animais submetidos a
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processos de experimentagéo com inoculagcao de micro-organismos, bem como suas
forragcbes; i) de animais suspeitos de infeccdo por agente de relevancia
epidemioldgica e com risco de disseminacdo; iii) de animais que foram submetidos
ou ndo a estudos anatomo-patolégicos. E mandatorio proceder ao tratamento das
carcacas contaminadas e acondiciona-las de forma devida antes da sua destinagdo
final (ANVISA, 2004).

E provavel que a incorporacédo destas medidas no processo de manejo seja
um dos fatores efetivos para controlar um surto de TB, bloqueando, dessa forma, a
disseminacdo do patégeno no criatério suspeito e, possivelmente, evitando a
circulacao de bacilos do CMtb no ambiente onde os animais estao inseridos.

Quadro 2.1: Desinfetantes utilizados em casos de tuberculose bovina

DESINFETANTE CONCENTRAGCAO TEMPODE  TEMPERATURA Uso
EXPOSICAO DE UTILIZACAO INDICADO

Hidrdxido de 20% 3 horas Ambiente Instalacbes
célcio (Cal) e solo

Cresois 5% 3 horas Ambiente Instalacdes

Fenol 5% 3 horas 37°C Instalacées

1 _ Instalagoes,

Formol 7,5% 3 horas Ambiente utensilios e
roupas

Hipoclorito de 5% 3 horas Ambiente Instalagdes

Calcio e utensilios

Hipoclorito de 5% 3 horas Ambiente Instalagdes

Sadio e utensilios

Soda caustica 2,5-3% 3 horas 60°C Instalacoes

e utensilios

'Equivalente a 3% de formaldeido. Fonte: BRASIL (2006).
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Quadro 2.2: Quantidade de desinfetante a ser utilizada para cada tipo de
material a ser desinfetado

ITEM A SER QUANTIDADE DE DESINFETANTE A SER  NIDADE
DESINFETADO UTILIZADO/L

Instalacdes 1 m?
Esterco liquido 1 L
Pisos de terra 5 m?
Utensilios 2 kg
Roupas de trabalho 5 kg
Veiculos em geral 1 m

Fonte: BRASIL (2006).
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3. JUSTIFICATIVA

A tuberculose € uma das principais doencgas infecciosas transmissiveis em
PNH (ENARSON; CHRETIEN, 1999; RUSCH-GERDES, 1999; ZUMLA et al. 1999),
uma vez que sdo animais altamente suscetiveis a infecgdo por M. tuberculosis e M.
bovis, tendo relatos também de infeccdo por M. kansasii, M. scrofulaceum e M.
intracellulare (VERVENNE et al., 2004; ANDRADE; OLIVEIRA; PINTO, 2006). A
incidéncia é maior em primatas cativos do Velho Mundo, com alta prevaléncia em
macacos rhesus (Macaca mulatta), podendo levar a 6bito em menos de um ano,
geralmente dentro de quatro a seis meses (MONTALI; MIKOTA; CHENG, 2001).

Embora j& exista um protocolo de assisténcia a pacientes humanos com TB,
nao ha orientacdes direcionadas para o controle de surto de TB em populacfes de
PNH, tornando-se um risco para saude publica. Assim, defrontando-se com a
problemética do surto de TB nas cria¢des simias do ICTB-Fiocruz instaurado desde
2011 e na auséncia de um protocolo padrao para lidar com as inUmeras variaveis, foi
criado um grupo consultivo (GC), formado pela equipe do ICTB, bem como por
profissionais especialistas de dentro e de fora da Fiocruz. O grupo teve a missdo de
determinar uma série de orienta¢cfes relacionadas a biosseguranca e rastreabilidade
do bacilo nos PNH e humanos por meio de métodos de diagndstico. Condutas de
manejo animal também foram tracadas pelo GC, estabelecendo um protocolo
fundamentado nas orientacfes vigentes nacionais (BRASIL, 2008) e internacionais
(FELASA, 1999; BUSHMITZ et al., 2009) para o controle do surto.

Mediante a experiéncia obtida nesse processo e o conhecimento adquirido
ao longo do periodo de controle do patdogeno nas colonias, foi importante descrever
a dindmica do manejo animal e métodos de diagndstico, pormenorizando préticas de
identificacdo de sinais clinicos de primatas compativeis com TB, contencéo fisica e
quimica, coleta e preparo de amostras bioldgicas, eutanasia e gerenciamento de
residuos e carcacas. Assim, fundamentando-se nas recomendacgfes que direcionam
a manipulacdo das diversas amostras e seus processamentos, incluindo as técnicas
adotadas para um diagndéstico preciso, o desenvolvimento de um manual de
procedimentos padronizados para o diagnostico da TB nos PNH do ICTB/ Fiocruz
mostrou-se de grande valia, com vistas ao controle desta zoonose em diferentes

criadouros cientificos.
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Tendo em vista a escassez de literaturas voltadas a este tema no Brasil, o
‘manual de procedimentos para estudos diagnosticos de TB em PNH para uso
cientifico” tem condi¢cdes de oferecer suporte técnico a um plano de contingéncia
com orientacdes que direcionam as condutas em outras instituicbes mantenedoras
de PNH com suspeita de contaminacdo por Mtb, contribuindo como elemento
norteador para viabilizar o controle epidemiologico da infecgdo por Mtb nas criagbes

simias.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Com o intuito de auxiliar profissionais que trabalham na éarea da
Primatologia, este projeto tem o objetivo de reunir informacdes tedricas e praticas
acerca do manejo, processamento de diferentes amostras bioldgicas e
procedimentos de diagnosticos de TB em criacbes de PNH sob suspeita de surto.

4.2. Objetivos especificos

» Realizar um estudo bibliografico sobre as peculiaridades etiologicas,
patogénicas, clinicas, epidemioldgicas e profilaticas da TB em PNH, visando
compreender melhor a dindmica comportamental do bacilo em criacdes
simias;

» Realizar um levantamento documental das normativas nacionais e
internacionais que direcionam os diferentes métodos de diagnostico de TB
em PNH;

» Elaborar fluxos de rastreabilidade do bacilo da TB nas criacdes de PNH do
SCPrim (ICTB-Fiocruz), determinando, assim, uma sequéncia de ac¢des que
auxiliem nas medidas de prevencao e controle da doenca;

» Elaborar o “Manual de Procedimentos para Estudos Diagndsticos de
Tuberculose em Primatas ndao Humanos para Uso Cientifico”.

» Proporcionar elementos técnicos para elaborar diferentes procedimentos
operacionais padronizados (POPs) no ambito do SCPrim (ICTB-Fiocruz)

voltados para as questdes desta tematica.
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5. MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada para alcancar os objetivos propostos foi embasada
em pesquisa documental das recomendacdes nacionais e internacionais e na
legislacdo brasileira para biosseguranca no manuseio de amostras biolégicas
provenientes de PNH cativos. A partir do mapeamento de todas as diretrizes e
recomendacdes, sinalizando as particularidades do agente infeccioso em questao,
foram desenvolvidas as demais etapas metodolégicas.

5.1. Pesquisa documental

A pesquisa foi baseada especialmente nos seguintes documentos
regulamentadores e fontes bibliograficas de caréater técnico-cientifico:

a) Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose
Animal/PNCEBT - MAPA (BRASIL, 2006);
b) Primatas ndo humanos mantidos em instalacdes de instituicbes de ensino e
pesquisa cientifica, Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal/CONCEA (BRASIL, 2016b);
c) Guidelines for the prevention and control of tuberculosis in nonhuman primates
(BUSHMITZ et al., 2009);
d) FELASA guidelines and recommendations. Federation of European Laboratory
Animal Science/Felasa (GUILLEN, 2012);
e) Publicacbes de temas sobre TB como doenca de carater zoondtico;
epidemiologia o enfretamento da TB junto ao Sistema Unico de Satde (SUS);
relatos de surtos de TB em outras instituicdes onde ha criacdes de PNH para fins
cientificos e em zooldgicos em animais sinantrépicos; métodos convencionais e
novos ensaios de diagnostico e desinfeccao;
f) POPs de consultas institucionais internas;
g) Relatoérios emitidos pelo SCPrim (ICTB-Fiocruz);
h) Laudos do estado de salde dos animais e resultados de diagndsticos

laboratoriais.
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5.2. Elaboracé&o de fluxos de monitoramento do bacilo da tuberculose

Baseado na busca supracitada e de posse da experiéncia da equipe no que
diz respeito ao manejo, criacdo e experimentacdo de PNH com suspeita de TB,
foram elaborados fluxos de monitoramento do bacilo dentro das criac6es simias do
SCPrim (ICTB-Fiocruz). Os fluxos demonstram de forma esquematica todas as
praticas voltadas para a medicina preventiva, processamento de amostras bioldgicas
e destinacao de residuos e carcacas.

Para a elaboracdo dos fluxos, procurou-se descrever uma série de acdes
gue devem ser adotadas de forma sequenciada, unidirecional légica de processos
interligados, com o intuito de identificar o agente infeccioso e, assim, estabelecer um
planejamento de triagem preventiva de infeccdo para reduzir o risco de
contaminagao cruzada, visando resguardar tanto os seres humanos como 0S
animais (BUSHMITZ et al., 2009).

Assim, pautados na vivéncia de lidar com um surto desta natureza, os fluxos
apontam direcionamentos passo a passo e procedimentos especificos, delineando o
programa de controle sanitario adotado no ambito institucional, demonstrado por
fluxogramas pelo software Bizagi Modeler® (2016).

O detalhamento dos trabalhos reflete a pratica adotada pela equipe de
trabalhadores do SCPrim (ICTB-Fiocruz) em interface com a equipe do CRPHF
(ENSP-Fiocruz). Todas as atividades descritas foram norteadas por orientagdes e
recomendacdes legais no que se refere a TB em PNH, para padronizar
procedimentos como:

l. Identificacdo de TB nos profissionais envolvidos;

II.  Acesso controlado as colbnias de primatas;
Il. Procedimentos de manejo animal na identificacdo do CMtb;
V. Leitura do teste tuberculinico de PNH;

V. Processamento laboratorial das amostras bioldgicas;

VI. Rastreabilidade do bacilo da TB em uma criagdo com suspeita de surto;
VII. Rotina dos estudos patolégicos para pesquisa de TB;
VIII. Descarte de carcagas.

Uma vez descritos tais procedimentos, foi possivel prosseguir com as etapas

subsequentes deste trabalho.
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5.3. Elaborac¢do do manual técnico

A partir da coletdnea dos dados obtidos, este trabalho foi concretizado com
a elaboracao do “Manual de Procedimentos para Estudo Diagndstico de Tuberculose
em Primatas ndo Humanos para Uso Cientifico”.

O manual foi confeccionado a partir das analises realizadas durante o
desenvolvimento da pesquisa de Mestrado Profissional em Ciéncias em Animais de
Laboratorio (MPCAL), que junto aos discentes e docentes do curso, viabilizaram o
entendimento para a sua concretizacao.

Para a redacdo deste manual, buscou-se padronizar métodos e
procedimentos, tais como:

= Coleta, armazenamento e processamento de material biolégico para fins de
diagnostico;

= Manejo de PNH procedentes de criacbes com suspeita de TB;

= Controle de acesso as colbnias;

» Rastreabilidade do bacilo nos animais e nos trabalhadores;

= Descarte de residuos e carcacas potencialmente infectadas por TB.

O manual também incorporou os fluxos detalhados conforme previamente

mencionado.

5.4. Preparo para a elaboragcdo de Procedimentos operacionais
padronizados (POPSs)

A construcdo de todo esse material oferece respaldo técnico para elaborar
POPs no ambito do SCPrim (ICTB-Fiocruz), relacionados:
I. &s medidas de biosseguranca mediante um surto de TB em PNH,;
Il. a coleta de amostras biolégicas de PNH para testes diagndsticos de TB;
[ll. & descricdo do fluxo de tecidos e fluidos corporais de PNH a serem
coletados, processados e encaminhados aos diferentes laboratorios de

diagnostico de TB.
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6. RESULTADOS

Os dados de literatura mapeados neste trabalho resultaram na elaboragao
do “Manual de Procedimentos para Estudo Diagnostico de Tuberculose em Primatas
ndo Humanos para Uso Cientifico” (Figura 6.1).

A obra dispde de informagdes sobre os problemas que a TB representa para
a saude publica sob o aspecto do seu carater zoonaético, enfatizando a necessidade
de barreiras sanitarias que, efetivamente, evitem o carreamento do patégeno em
uma instalacdo de PNH. Aponta a dindmica de fluxos continuos na manipulacdo de
PNH com suspeita de contaminacdo por micobactéria de modo a instituir um
conjunto de agbes uniformes, como um elemento norteador para viabilizar o
diagnéstico e o controle epidemiolégico da infeccdo por TB na Fiocruz ou em

instituicbes que criam estes animais.

Figura 6.1: Capa do Manual.
O sumario detalha os titulos e subtitulos e cada assunto esta subdividido em
topicos e subtdpicos de modo a facilitar a busca por determinadas informacdes
(Figura 6.2).
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Imbuido no objetivo de discorrer sobre um conjunto de acfes de manejo e
procedimentos de diagnostico de TB em primatas, o manual est4 organizado em
sete capitulos, que aliado aos dados técnicos, detém uma riqueza de ilustracdes que

facilitam o entendimento do leitor.

6.1.Capitulo 1: Primatas ndo Humanos e o surto de tuberculose na esfera

da Fiocruz

A obra exp0e inicialmente uma breve introducdo sobre o uso cientifico dos
PNH na Fiocruz e a ocorréncia do surto de TB nas criagBes simias da instituicao.
Aborda sobre o papel da instituicdo de pesquisa Fiocruz e sua missao em geratr,
absorver e difundir conhecimentos cientificos e tecnoldgicos em saude por meio da
integracdo das atividades multidisciplinares de pesquisa e desenvolvimento
tecnologico, ensino, producdo de bens, prestacdo de servicos de referéncia e
informacé&o apoio estratégico ao SUS. Dentro da estrutura organizacional da Fiocruz
estad inserido o ICTB, responsavel pela producdo e fornecimento de biomodelos,
inclusive os PNH que representam um patrimonio animal de extrema importancia
para os estudos nos mais variados campos da investigacdo cientifica, vista a real
necessidade de se testarem vacinas e drogas nas diferentes espécies simias com o
intuito de salvar vidas humanas. O SCPrim cria e mantém quatro espécies sendo
estas os macacos rhesus (Macaca mulatta) (Figura 6.3), macacos cynomolgus
(Macaca fascicularis) (Figura 6.4) e macacos-de-cheiro (Saimiri sciureus e S. ustus)
(Figura 6.5) com o objetivo principal da manutencdo de fornecer animais para uso
em pesquisas relacionadas a drogas e testes vacinais contra varias doencas

infecciosas tropicais.
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Foto: Beatriz Goldschmidt

Foto: Daniel Rnede

Figura 6.3: Macaco rhesus Figura 6.4: Macacos cynomolgus
(Macaca mulatta). (Macaca fascicularis).

Figura 6.5: Macacos-de-cheiro. A: Saimiri sciureus; B: S. ustus.

Em seguida, o capitulo mostra as caracteristicas estruturais dos recintos de
macacos rhesus (Figura 6.6), macacos cynomolgus (Figura 6.7) e macacos-de-
cheiro (Figura 6.8), onde os animais sdo mantidos. O ambiente no entorno das
gaiolas é composto por um bosque de arvores frutiferas e ornamentais e funciona
como uma barreira fisica de forma a minimizar exposicdo dos animais, proteger de
ventos dominantes, diminuir 0 estresse visual entre 0sS grupos sociais, gerar
sombreamento dos recintos com consequente aumento do conforto térmico, além de

proporcionar um ambiente mais natural que melhora o bem-estar animal.
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Figura 6.6: Recintos dos macacos rhesus; A: Gaiola inteira, mostrando subdivisdo; B: Detalhe
mais aproximado de parte da gaiola com um grupo social. Fonte: ICTB-Fiocruz.

Figura 6.7: Recinto dos macacos cynomolgus
(Macaca fascicularis). Fonte: ICTB-Fiocruz

Figura 6.8: Recintos dos macacos-de-cheiro
(Saimiri sp.). Fonte: ICTB-Fiocruz

Finalmente, foi explicitado que o elevado custo dos animais, as
consideracdes éticas e as dificuldades de se realizar testes diagnosticos por
limitacbes orcamentarias, impulsionaram amplos estudos nesta area para
compreensdo da salude dos animais e dos seres humanos, assim como da
qgualidade da pesquisa como um todo. Por representar um elemento fundamental

para a investigacdo epidemiol6gica, bem como para a tomada de acdes de manejo
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dos animais, foram firmadas parcerias entre o ICTB e outras unidades, assim como

com outras instituicbes nacionais e internacionais.

6.2. Capitulo 2: Tuberculose em primatas ndo humanos

Este capitulo versa sobre a dinamica do bacilo da TB em PNH, descrevendo
aspectos concernentes a etiologia, modo de transmissao, patogénese, manifestacao
clinica e estudos epidemiolégicos voltados para o surto de TB ocorrido nos PNH
procedentes das colénias do SCPrim (ICTB-Fiocruz). O capitulo oferece subsidios
para uma melhor compreensao sobre o comportamento do agente dentro de uma
populacdo animal e todas as medidas adotadas para o combate do mesmo em
criacfes simias.

Expde o0s agentes etioldgicos e ressalta aspectos biolégicos e
epidemioldgicos do bacilo e os impactos causados em criacbes de PNH e para
saude publica.

A Figura 6.9 resume o0 mecanismo de combate ao patdbgeno no organismo

de um hospedeiro.

| TUBERCULOSE LATENTE |

| Macréfagos alveolares '_> Apresetntam o8 gntlgenos
micobacterianos

______________________ 7

4

___________
Liberagdo de citocinas [| €————
e quimioccinas
Infeccdo com formacio Migracédo de células TUBERCULOSE ATIVA
de granuloma Ativac3o dos macréfagos . para o local da infeccdo

TB pulmonar primdria

|

DISSEMINACAO
LINFO-
HEMATOGENICA

TB pulmonar secundaria

CENTRO CASEOSO (reativagdo)

O bacilo alcanga o linfonodo do
hilo pulmonar e causa lesdo

TB miliar ou disseminada

Figura 6.9: Demonstracdo esquematica da patogénese do Mycobacterium tuberculosis (Mtb).
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Em seguida, faz-se mencao sobre as diferentes manifestacdes clinicas da TB,
enfatizando que o espectro da doenca nos primatas se apresenta de forma
semelhante ao da doenca nos humanos, com manifestacdes variando de TB latente
a ativa e indices de mortalidade significantes (WILBUR; ENGEL; JONES-ENGEL,
2012).

A TB em macacos rhesus (Macaca mulatta) pode se desenvolver de forma
aguda e progressiva, desencadeando lesdo pulmonar, com pontos de abscessos
localizados (Figura 6.10A). Casos de TB cutanea primaria e secundaria sao
caracterizados por feridas ndo cicatrizantes, Ulceras drenantes ou trajetos fistulosos
combinados com o aumento dos linfonodos (MATZ-RENSING et al., 2015). A Figura

6.10B mostra uma lesdo de TB ganglionar, caracteristica em macacos rhesus.

Figura 6.10: Lesdes carateristicas de tuberculose em macacos rhesus
(M.mulatta). A: Abscesso pulmonar; B: Linfadenite inguinal supurativa bilateral.
Fonte:SCPrim-ICTB (Fiocruz).

Em macacos-de-cheiro (Saimiri sp.), o0s animais infectados por TB
apresentaram, principalmente, manifestacfes cutaneas com abscessos localizados,
notadamente na regido submandibular (Figura 6.13), presenca de linfonodos
edemaciados (Figura 6.24), além de lesdes granulomatosas tipicas, identificadas em
especial no figado (Figura 6. 24B) e no baco (Figura 6.24C).
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Quanto aos aspectos epidemiologicos, o capitulo 2 registra a relacdo do surto
das criacdes de PNH da Fiocruz com a prevaléncia da doenca no seu entorno. E
sabido que o estado do RJ é endémico para TB. O Complexo de Manguinhos, por
exemplo, comunidade localizada a aproximadamente 60 metros do campus,
apresentou, em 2015, uma taxa de incidéncia de 268 para 100 mil habitantes, ou
seja, mais de oito vezes a taxa nacional, estimada em 30,9/100 mil habitantes no
mesmo periodo. Este cenario epidemiologico reflete diretamente na ocorréncia do
surto de TB nas colonias de PNH da Fiocruz, pois 0os animais se encontram alojados
em ambientes abertos, facilitando a transmissdo por aerossoOis potencialmente
contaminados, enfatizando também que sdo animais altamente sensiveis ao referido
patogeno (AFN, 2013) (Figura 6.11).

Figura 6.11: Vista aérea do campus da Fiocruz e as comunidades que a
circundam. Fonte: -22.875008°, -43.2477307,17° (Google Maps).

O capitulo aborda, ainda, os registros de casos positivos/suspeitos de TB nos
PNH do ICTB-Fiocruz (Figura 6.12).

Em 2012, um elevado numero de eutanasias em macacos rhesus (n = 183),
foram realizadas como uma medida de controle, decidindo-se submeter a eutanasia
todos os animais de um mesmo grupo social quando mais de 30% dos individuos de
uma determinada familia apresentava resultados positivos para o bacilo da TB. A
partir de 2013, notou-se uma drastica redu¢cdo de macacos rhesus positivos/

suspeitos e o nimero de eutanasias foi reduzido de 34% (183/546 = n° de 6bitos por
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eutanasia/ total de animais no plantel no ano), para 0,4% (2/549). Os casos positivos
ou suspeitos aumentaram em 2015 (2,7%; 12/447) e reduziram novamente nos anos
subsequentes (2016 = 0; 2017 = 0,2%)".

Nos macacos cynomolgus foi realizado um numero relativamente elevado de
eutanasias, considerando que o plantel desta espécie era de um total de 75
exemplares (15%; 11/75), reduzindo-se ao longo dos anos, até a total negativacao

no presente ano®.
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Figura 6.12: Registros de eutanasias dos animais devido a positividades ou suspeitas de TB nas
espécies de primatas procedentes do criadouro cientifico do ICTB- Fiocruz entre os anos de 2011
a 2017. Fonte: ICTB/CRPHF-Fiocruz.

! Dados extraidos dos relatérios técnicos do SCPrim/ICTB e do CRPHF/ENSP-Fiocruz.
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Dentre os macacos-de-cheiro, houve um indice de 13% de eutanasias
(38/293) no inicio da investigacdo do TB em 2012. Observou-se uma oscilacdo nos
registros de animais positivos/suspeitos ao longo dos anos estudados, com um apice
em 2016 (22,5%; 54/240). O namero elevado de eutanasias nos macacos-de-cheiro
nos anos de 2015 e 2016 se deu em funcdo do aparecimento de abscessos
localizados na regido submandibular (Figura 6.13) e que, assim como nos macacos
rhesus, por medida de controle, esses animais foram submetidos a eutanasia
imediatamente. Posteriormente, além da positividade para o bacilo da TB em
algumas dessas lesbes de abscessos cutaneos, foram detectados em outros
abscessos, também, outros dois agentes bacterianos: Yersinia sp. e Klebsiella sp. A
partir de tal constatacdo, os animais infectados pelos dois Ultimos patdgenos,

receberam os devidos tratamentos?.

Foto: Marcia Andrade

Figura 6.13: Abscesso cutdneo na regido submandibular em
um Saimiri sciureus.

6.3.Capitulo 3: Medicina preventiva de primatas de cativeiro

Em funcédo da caracteristica zoonotica da doenca e do potencial risco de
contaminacdo ao se manejar primatas, a pratica da medicina preventiva se torna

imperiosa para se evitar a transmisséo de diferentes enfermidades, especificando as

? Dados extraidos dos relatérios técnicos do SCPrim/ICTB e CRPHF/ENSP-Fiocruz.



64

peculiaridades da TB, a fim de se trabalhar de forma mais segura. EPIs e EPCs,
bem como técnicas de prevencao/controle, destinacdo de residuos biolégicos e
descarte de carcacas e cuidados com a saude do trabalhador sdo temas tracados no
capitulo 3.

O capitulo atenta para as questfes de biosseguranca no manuseio de PNH,
mostrando barreiras sanitarias, uso de EPIs (Figura 6.14) e EPCs (Figura 6.15),
medidas de prevencdo e controle, gerenciamento de residuos e de carcacas e
saude do trabalhador. Os EPIs indispensaveis para desenvolver o manejo com
primatas sao uniforme apropriado, botas ou cal¢cados fechados de uso exclusivo no
ambiente de trabalho, visor de protecéo, touca, mascara, luvas, sapatilhas e jalecos
descartaveis. Para a protecdo contra a TB sao utilizadas as mascaras dos tipos N95
ou PFF2 (BRASIL, 2011) (Figura 6.16).

Foto: Mateus Linhares

Figura 6.14: Equipamentos de protecdo individual. A: Visor de protecéo; B: Bota; C:
Jaleco descartavel; D: Mascara PFF2; E: Luva descartavel; F: Sapatilha descartavel;
G: Touca descartavel.
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Figura 6.15: Equipamentos de protegdo coletiva. A: Caixa coletora de
perfurocortantes; B: Cabine de fluxo laminar com lampada UV; C: Lava olhos.
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t0: Marco Aurélio

Figura 6.16: Profissional paramentado.
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Como medidas de controle ambiental, podem-se adotar a¢bes como
desinfeccdo dos recintos e dos equipamentos de contencdo (pucas e gaiolas de
contencdo), com imersdo em hipoclorito de sédio (5%) ou desinfetante Virkon®,
higienizacdo ambiental; implantacdo de pedilivio na entrada da colonia e de cada
recinto [ex: pé de hidréxido de célcio (cal)] (Figura 6.17), uso da vassoura de fogo
para uma desinfecc¢éo fisica (Figura 6.18) e, no caso de area arborizada ou coberta
por vegetacao, adocao de poda programada (MELO; AFIUNE, 1993) foram descritas

neste capitulo.
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Figura 6.17: Pediluvio com cal na entrada no recinto dos animais. A: Técnico usando o pedilavio
com cal para entrar no recinto; B: Detalhe do recipiente contendo a cal para constituir o pediltvio.
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Figura 6.18: Desinfeccao fisica do recinto com vassoura de fogo.
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O capitulo 3 indica também orientacdes sobre o gerenciamento de residuos,
principalmente os perfurocortantes e de carcaga. As carcagas devem ser
armazenadas em freezer (Figura 6.19) e identificadas. Quando sob suspeita de
apresentarem de microrganismos de relevancia epidemioldégica e com risco de

disseminagéao, devem ser tratadas antes da deposicao final (ANVISA, 2004).

53
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Figura 6.19: Armazenamento de carcacas em freezer antes e apés a
realizacdo da necropsia. A: Carcaga no freezer antes da necropsia; B: Carcaca
em freezer apés a necropsia. Fonte: ICTB-Fiocruz.

O final deste capitulo apresenta recomendacdes relacionadas a saude do
trabalhador no que se refere a sanidade da equipe de funcionarios. O
acompanhamento deve ser clinico e por meio de exames como o teste tuberculinico,
exame radiol6gico pulmonar ou outro teste diagnostico adicional; é imprescindivel
que haja um programa de imunizacdo baseado em um levantamento prévio dos
fatores de riscos biolégicos em potencial e/ou latentes e também, o acesso as
informacdes quanto aos riscos e a importancia em ser instruido para procedimentos
de emergéncia (COHEN; KRISHNAMOORTHY; WRIGHT, 2002) e notificacdo, no
caso de exposicdes ou suspeitas de problemas relacionados a sua saude (NRC,

1997).
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A construgcdo dos mapas de riscos e a capacitacdo profissional com
treinamento extra e continuado, principalmente dos procedimentos operacionais
padronizados (POPs) sdo essenciais para prevenir acidentes e doencas
ocupacionais, reduzir impactos ambientais, promover a saude do trabalhador e
preservar o meio ambiente (ANDRADE; LEITE; CABELLO, 2009).

Por tudo isso, espera-se que, com as explanacdes desta secéo, o leitor possa
aperfeicoar conhecimentos sobre biosseguranca, de um modo geral, que tem
importancia impar neste tipo de trabalho. Um profissional sensibilizado tem maior
probabilidade de respeitar as normas o que contribui para reducdo do risco de se

contaminar e carrear o bacilo em seu préprio ambiente e para fora dele.

6.4.Capitulo 4: Manejo de primatas ndao humanos

O capitulo 4 delineia, de forma proficua, condutas padronizadas de contato
com 0s animais, incluindo inspecbBes, contencbes fisicas e quimicas,
isolamento/quarentena e critérios de eutanasia. Os profissionais que lidam
diretamente com esses animais devem possuir dominio dos métodos de avaliagdo
do seu estado de saude, aplicacdo de tratamento ou eutandsia quando
recomendados, e reconhecimento dos habitos e comportamentos tipicos das
espécies envolvidas.

A vistoria diaria € primordial para detectar qualquer alteracdo na sanidade do
animal. Uma vez que observada alguma alteracdo, é preciso aplicar técnicas de
captura seja por meio de puca (Figura 6.20) ou condicionamento (Figura 6.21),
contencéo fisica e quimica para avaliacdo médica.

Com relacdo ao processo de quarentena, foi enfatizada a necessidade de
avaliar o estado de saude do animal, diagnosticar e tratar enfermidades, reconhecer
0s habitos e comportamentos dos animais e executar o manejo diario, atribuicdes
dos profissionais designados exclusivamente para quarentena. A duragdo da
guarentena tem que ser de, no minimo, 42 dias (seis semanas); entretanto, esse
periodo pode ser diferente, pois dependera dos testes de diagndsticos adotados,
namero de repeticdes e interpretacdo dos resultados. A realizacao periddica do teste
tuberculinico € obrigatéria no quarentenamento e a aplicacdo pode ser feita na
margem superior cdncava da palpebra ou no abdémen (Figura 6.22) (BUSHMITZ et
al., 2009).
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Imobilizac&o dorsal Imobilizacédo témporo-mandibular

%

Figura 6.20: Conjunto de acdes de contencgdo fisica de macacos rhesus Fonte: ICTB-Fiocruz.
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1 - Com os animais contidos no reflgio, o 2 - Posiciona a gaiola de transporte no interior
técnico entra no recinto. do recinto.

3 - A gaiola de transporte é colocada aberta em 4 - O técnico sai do recinto, abre a guilhotina e
frente a entrada do refagio. espera 0 animal entrar na gaiola.

6 - Ao visualizar a entrada do animal na gaiola,
0 técnico fecha a guilhotina.

7 - O técnico entra no recinto e fecha a gaiola 8 - Com o animal devidamente contido, o
de transporte. procedimento pode ser iniciado.

Figura 6.21: Condicionamento para contencéo fisica em macaco rhesus. Fonte: ICTB-Fiocruz.
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Foto: Laine Wilma Nascimento

Figura 6.22: Teste tuberculinico em macaco rhesus (Macaca mulatta). A: regido
palpebral; B: regido periumbilical. Fonte: ICTB-Fiocruz.

Este € um tema de destaque no manual, pois o correto manejo com PNH com
suspeita de TB desempenha um papel crucial para promover o bem-estar dos

animais que precisam ser manipulados continuadamente.

6.5. Capitulo 5: Coleta e manipulagcdo de amostras biol6gicas para
diagnéstico de tuberculose
No quinto capitulo, detalhou-se a coleta e a manipulacdo das amostras
bioldgicas, que sdo de suma importancia para que se faca o correto diagnéstico da
TB. As amostras coletadas devem ser armazenadas para que nao haja perdas até
gue sejam transportadas ao local, onde seréo processadas e utilizadas nos devidos
testes de diagndsticos para rastreamento na colbnia.
O capitulo detalha os procedimentos necessarios para a coleta de:
I) amostras sanguineas em PNH, preferencialmente, acessando a veia femoral
com o animal posicionado em decubito dorsal (Figura 6.23);
i) tecidos e Orgdos para necropsia que frequentemente determinam a causa
mortis (Figura 6.24)
iif) esfregago bucal e lesdes sugestivas de TB. Fricciona-se a mucosa oral do
animal delicadamente com o swab (WILBUR; ENGELJONES-ENGEL, 2012) ao
longo do interior da bochecha por cerca de 10 segundos (7-8 vezes), para obter
células e saliva (WOOD et al., 2015) (Figura 6.25). Fragmentos de tecidos para

bidpsia também podem ser coletados.
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Figura 6.23: Coleta de sangue pela veia femoral de um macaco rhesus
(Macaca. mulatta) posicionado em decubito dorsal. Fonte: ICTB-Fiocruz.

Javier Sarria Perea

Figura 6.24: Lesdes macroscoépicas de tuberculose em Saimiri sciureus (A-D) e Macaca mulatta
(E-F) A: Linfonodos subclavicular e submandibular edemaciados; B: Tuberculose miliar no
parénquima hepatico; C: Lesdes granulomatosas no baco; D: Granuloma na regido intestinal; E:
Abscesso em linfonodo inguinal; F: Linfonodo mesentérico infartado.
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Identificagdo do swab

Figura 6.25: Esfregaco de mucosa oral por meio de swab. A: Swab de transporte; B, C, D,
E: Coleta de mucosa oral por swab; F: Identificacdo do swab. Fonte: ICTB-Fiocruz.
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No que se refere ao acondicionamento e transporte, a orientacdo é que se
tenha uma embalagem primaria com recipiente rotulado, resistente, com tampa com
rosca e a prova de vazamento do produto a ser transportado. Deve-se ter uma
embalagem secundaria com o compartimento no qual sera acondicionado o
recipiente primario, que também deve ser estanque, além de uma embalagem
externa (recipiente terciario), no qual sera acondicionado o recipiente secundario,
que deve ser resistente o suficiente para proteger o contetdo de influéncias
externas, como, por exemplo, da exposicdo a agua e danos fisicos durante o
transporte. Amostras biolégicas em swab, por exemplo, devem ser acondicionadas
em caixa isotérmica usada para o transporte, identificada com a etiqueta "Risco

Bioldgico" e envolvidas por gelo reciclavel (Figura 6.26) (AIRES et al., 2015).

Figura 6.26: Caixa de transporte de amostras biolégicas. A: Caixa isotérmica
sinalizada; B: Swabs dentro da caixa isotérmica refrigerada por gelo reciclavel.
Fonte: ICTB-Fiocruz.

E importante que se tenham formularios, integrados a terceira embalagem,
com dados da amostra, cartas e outras informa¢des que a identifiqguem ou a
descrevam (AIRES et al., 2015), de forma que as solicitacdes estejam conservadas
dentro de um saco plastico e presas firmemente, com fita adesiva, sobre a tampa, do
lado externo da caixa. Jamais colocar as solicitagdes dentro da caixa junto com as
amostras (Figura 6.27) (BRASIL, 2008). Apds coletadas, as amostras devem ser

enviadas em até 24 horas. Caso contrario, devem ser mantidas em freezer a -70° C.



75

Figura 6.27: Acondicionamento e identificacdo de amostras biolégicas.
Fonte: ICTB-Fiocruz.

E abordado também sobre o que é preciso para conter possivel vazamento e,
em caso de acidente o individuo exposto deve ser encaminhado imediatamente para
avaliacdo médica, para que sejam verificadas possibilidades de contaminacéo e,
assim, serem tomadas providéncias preventivas ou terapéuticas, quando indicadas.
A notificacdo a chefia imediata e & instituicdo deve ser feita assim que for possivel
(AIRES et al., 2015).

O manual explana, ainda, sobre o processamento das amostras bioldgicas
para:

I. Sangue para obtencéo de soro descrita em etapas (Figura 6.28);

ii. Diagnéstico bacteriologico. Para isso, é realizada a descontaminacédo para
minimizar o crescimento de outras bactérias e somente as micobactérias
possam se multiplicar na cultura (BRASIL, 2013). Utiliza-se o agente N-acetil-L-
cisteina (NALC) associado ao tampao citrato e a solucao de NaOH 4% sendo a
combinacdo NALC-NaOH, indicada para amostras paucibacilares, e
recomendada para a maioria dos sistemas comerciais de cultura (BRASIL,
2008). A semeadura para isolamento de micobactérias utiliza o meio de cultura
LJ, contendo verde de malaquita 2%, corante que inibe a microbiota
contaminante. A interpretacdo € feita por observacdo das caracteristicas
morfolégicas da colbénia em relagdo a presenca de pigmento e aspecto (lisa ou
rugosa) e a contaminacao parcial ou total por outras bactérias. A Figura 6.29
exibe os resultados de cultura positiva e negativa para M. tuberculosis.

iii.Esfregaco oral por swab para teste rapido molecular para TB (Gene Xpert®)

(Figura 6.30) realizado com base em protocolos de pesquisa revisados e
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aprovados pelo Comité Institucional de Cuidados e Pesquisa de Animais da
Universidade de Washington, de acordo com os principios da Sociedade

Americana de Primatologistas (ASP) para o Tratamento Etico de PNH;

Sangue com ou sem Centrifugacao a 500 Obtengéo de
anticoagulante RPM por 10 minutos Soro ou plasma

Descarte em caixa Transferéncia de soro Retirada do soro com
para perfurocortante para o microtubo pipeta automatica

Figura 6.28: Obtencdo de amostras sorolégicas para composi¢do do banco de soros
(soroteca). Fonte: ICTB-Fiocruz.

Foto: Duanne Alves da Silva

Figura 6.29: Crescimento do Mycobacterium tuberculosis (Mtb) em meio de cultura
LJ. A: Cultura positiva; B: Cultura negativa.
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RESULTADOS PARA DETECCAO DO
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis NAO DETECTADA

NAO DETECTADA

Se MTb detectado com

resisténcia a rifampicina DETECTADA

INDETERMINADO

Teste invalido

Figura 6.30: Etapas da realizac8o do teste na plataforma GenExpert®. Fonte: Laine Wilma do
Nascimento.

Quanto aos estudos patolégicos, as amostras de lesdes coletadas sugestivas
de TB sdo processadas para histopatologia e citologia. Para histopatologia, os
fragmentos s@o conservados em solucdo de formol 10% tamponado para serem

clivados, processados e incluidos (Figura 6.31).

* v s
A 105 lung caseou

B

Figura 6.31: Lesdes histolégicas de parénquima pulmonar de macaco rhesus
(M. mulatta). Fonte: ICTB-Fiocruz.
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O final deste capitulo sintetiza de modo esquemaético o fluxo laboratorial de
rastreabilidade do Mtb (Figura 6.32).

COLETAEMDUPLICATA DE SWAR ORAL

| NEGATIVO “

POSITIVO

Teste Xpert” MTB/RIF

Descontatminacio por
MALC-MaOH

| Cultura em LI efou Basciloscopia |l

Figura 6.32: Fluxo laboratorial para rastreamento do Mtb.

Espera-se que o leitor possa fazer uso dos esclarecimentos dispostos neste
capitulo como ferramenta de escolha de diagndstico e como base para execucédo de

tais procedimentos.

6.6. Capitulo 6: Fluxos de rastreabilidade do bacilo da tuberculose em

criacOes de primatas ndo humanos

O somatorio de conhecimentos acumulado pelos profissionais envolvidos, no
surto identificado a partir de 2011 nas criacdes de PNH do ICTB, engloba areas
multidisciplinares no combate a TB, possibilitando dispor de ampla orientacdo
técnica quanto a um programa de controle sanitario a ser adotado no ambito
institucional, com esquematizacao por fluxos de mapeamento do bacilo. Os cuidados
a serem tomados a partir desta endemia sao destacados no capitulo 6, mostrando a
dindmica dos processos de trabalho.

Desta forma, este capitulo baseou-se em todos os procedimentos detalhados

nos capitulos anteriores. Foram elaborados fluxogramas pelo software Bizagi
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Modeler™ (2016), que consiste em um programa construido para modelagem de
processos com exposicdo em forma de fluxogramas. Mostra de forma esquematica
todas as préaticas voltadas para a medicina preventiva, manejo de PNH,

processamento de amostras biolégicas e destinacdo de residuos e carcacas:

i) Identificacéo de TB nos profissionais envolvidos (Figura 6.33);

i) Acesso controlado as colbénias de primatas (Figura 6.34);

iii) Procedimentos de manejo animal na identificacdo do CMtb (Figura 6.35);
iv) Leitura do teste tuberculinico de PNH (Figura 6.36);

v) Processamento laboratorial das amostras bioldgicas (Figura 6.37);

vi) Rastreabilidade do bacilo da TB em uma criagdo com suspeita de surto
(Figura 6.38);

vii) Rotina dos estudos patolégicos para pesquisa de TB (Figura 6.39);

viii) Descarte de carcacas (Figura 6.40).
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Figura 6.33: Identificacdo de TB nos profissionais envolvidos.
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Procedimentos de manejo animal na identificacao do CMtb
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Figura 6.35: Procedimentos de manejo animal para identificacdo do CMtb.
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Figura 6.36: Leitura do teste tuberculinico de PNH.
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Processamento laboratorial das amostras biologicas
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Figura 6.37: Processamento laboratorial de amostras biologicas.
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Figura 6.38: Rastreabilidade do bacilo da TB em uma criagdo com suspeita de surto.
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Figura 6.39: Rotina dos estudos patolégicos para pesquisa de TB.
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6.7. Capitulo 7: Perspectivas e desafios: é possivel garantir protecdo a
criacbes de primatas quando o bacilo da tuberculose representa ameaca

continua?

S&o muitos os méritos deste manual, que finaliza suas ideias no capitulo 7
com perspectivas e desafios, formulando a pergunta: “é possivel garantir protecéo a
criacbes de primatas quando o bacilo da TB representa ameaga continua?” Tal
topico relata estratégias de protecédo contra o bacilo da TB, idealizadas pelo grupo
de profissionais que buscam animais de qualidade em termos de biosseguranca,
controle sanitario e bem-estar. A seguir sao descritos planejamentos estratégicos a
serem considerados:

i) transferéncia das criagOes para regido afastada dos centros urbanos;

i) preservacao do patriménio genético e reproducgdo assistida;
iif) iImunizagao;

iv) tratamento da TB em primatas.

6.8. Consideracdes Finais

E por fim, o manual apresenta as consideracdes finais, com a assertiva de
gue o modelo organizacional exposto neste compéndio predomina amplamente a
praticidade dos temas abordados quanto as atividades de rotina que os profissionais
devem lidar ao se defrontar com um surto de TB em uma populacdo de primatas,

configurando-se um excelente recurso de consulta técnico-cientifica.

Este manual esta sendo analisado para publicacdo na Editora Fiocruz.
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7. DISCUSSAO

Uma vez que a taxa de incidéncia de TB é elevada no entorno do campus da
Fiocruz, existe um forte indicio de que a rede de comunidades do Complexo de
Manguinhos seja a fonte principal de contaminacdo que culminou no surto ocorrido
na coldénia de PNH da Fiocruz.

Quando se trata de criadouro cientifico de primatas destinados a pesquisas, €
importante que 0s mesmos sejam mantidos em ambientes controlados, livres de
vetores e reservatérios que possam comprometer a saude dos animais de
laboratorio, ocasionando, inclusive, um desequilibrio do ciclo silvestre natural e
consequente perda da biodiversidade (AFN, 2013). Os PNH procedentes do
criadouro cientifico da Fiocruz se encontram alojados em ambientes abertos, o que
facilita a transmissdo por aerossois potencialmente contaminados, enfatizando
também que estes sdo animais altamente sensiveis ao bacilo.

Ademais, a partir do momento em que se identificam individuos suspeitos de
TB em um grupo social, estes devem ser encaminhados para uma area diferenciada
(de isolamento) e permanecer reclusos até a confirmacédo do resultado (BUSHMITZ
et al., 2009). Quando ndo existe uma estrutura separada para isolamento, é
interessante que os técnicos se organizem de modo que executem as atividades do
manejo diario, primeiramente, na area considerada "limpa” e depois prossigam para
os trabalhos na “area suja”. Em virtude da auséncia de espaco, o0 criadouro da
Fiocruz ndo possui um local especifico para isolamento/quarentena. A solucdo para
esta limitacéo foi dada ao separar as equipes de profissionais que atuam de forma
independente nas diferentes coldnias simias.

Assim, em consonancia com a legislacédo pertinente quanto aos critérios de
indicacdo para eutanasia de animais reagentes aos testes de diagnostico para TB
(MCTI, 2013, BRASIL, 2013), aliados a falta de um local de isolamento, a Fiocruz
adota o processo de eutanasia dos animais quando s&o positivos ou suspeitos, Visto
gue representam uma ameaca a saude publica.

Na busca do controle da TB na populacdo de primatas e no ambiente, a
equipe técnica composta por colaboradores da Fiocruz, programou um conjunto de
medidas para evitar a propagacao do agente: - intervencédo do Nucleo de Saude do
Trabalhador (NUST-Fiocruz) quanto aos exames periddicos e programa de
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identificacdo de pacientes com TB latente; - uso de EPIs, incluindo a mascara PFF2;
- rodizio de desinfetantes nos recintos e dos equipamentos; - pedilivio na entrada
dos recintos; - poda drastica das arvores para aumentar a incidéncia de luz solar e
diminuicdo da umidade; - construcdo de anteparos que separam as colbnias para
evitar a contaminacdo cruzada; - controle de acesso de pessoas as criacdes. Tais
acOes estdo de acordo com as recomendacdes preestabelecidas (BRASIL, 2006;
BUSHMITZ et al., 2009; GUILLEN, 2012; BRASIL, 2011).

De fato, apds todas as condutas estabelecidas desde 2011, quando o
primeiro caso de TB foi identificado na criagdo, observou-se que o numero de
eutanasias vem reduzindo ao longo dos anos (Figura 12). Os resultados indicam que
as medidas de controle adotadas estao sendo eficazes.

Outra medida de controle importante é a técnica de condicionamento animal.
Segundo o International guidelines for the acquisition, care and breeding of
nonhuman primates (IPS, 2007), o animal deve permanecer contido pelo menor
tempo possivel. O condicionamento animal deve ser utilizado para treinar primatas a
cooperar quando houver necessidade de continuos procedimentos de captura
(NC3Rs, 2006). A equipe do SCPrim (ICTB-Fiocruz) tem priorizado este
procedimento, a fim de facilitar o manejo com o0s animais e, assim, evitar a
contaminacdo por acidentes no momento da contencdo para exames clinicos e
coletas de amostras biolégicas.

Atencédo especial deve ser dada as pessoas que trabalham com tais animais,
devendo receber acompanhamento por meio de exames de saude periddicos anuais
que atestem sua boa salde. Pessoas com clinica compativel a TB devem ser
imediatamente encaminhadas para o atendimento médico e caso a doenca seja
confirmada o funcionario devera ser afastado para tratamento (BUSHMITZ et al.,
2009). Atualmente existe um controle maior dos colaboradores do criadouro da
Fiocruz quanto aos exames periddicos, pois 0 NUST-Fiocruz e o Instituto Nacional
de Infectologia (INI-Fiocruz) atuam efetivamente nesta triagem do bacilo. Esta
integracdo se mostra eficaz, uma vez que até o momento ndo foi identificado
nenhum individuo acometido.

A literatura afirma que, em geral, os primatas cativos do Velho Mundo séo
mais sensiveis a TB do que os do Novo Mundo (MONTALI; MIKOTA; CHENG,

2001). Em oposicéo a esta assertiva, no surto deflagrado no criadouro da Fiocruz,
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observou-se que os macacos-de-cheiro (Saimiri sp.) sdo tdo sensiveis quanto os
macacos rhesus (Macaca mulatta).

A maioria dos primatas apresenta um quadro assintomatico da TB, fato que
dificulta a avaliacdo clinica e consequente manejo. Deste modo, a associacdo de
métodos de diagndsticos em casos de surtos de primatas torna-se fundamental
(ROBERTS; ANDREWS, 2008). Neste intuito, o SCPrim da Fiocruz vem adotando a
associacdo de teste tuberculinico com técnicas moleculares, bacteriolégicas e
patolégicas, empregadas em forma de parceria entre o ICTB-Fiocruz e o CRPHF
(ENSP-Fiocruz).

Os estudos patolégicos sao considerados primordiais em um programa de
vigilancia da TB post-mortem. Assim, o servico de necropsia associado com outras
técnicas, contribui na exclusdo do agente infeccioso em uma criacdo de PNH (FOX;
COHEN; LOEW, 2002). Imbuido neste principio, o ICTB-Fiocruz investiu na
adequacao das instalac6es do servico de anatomia patolégica, aumentando o nivel
de biosseguranca, a fim de aprimorar a investigacdo dos patégenos de uma forma
geral.

Quanto as técnicas moleculares, a plataforma do GeneXpert® MTB/RIF emite
um resultado em até duas horas (BRATS, 2011) e vem sendo adotada para o
diagnoéstico de TB nos PNH da Fiocruz como triagem confiavel e sensivel (ALVES
DA SILVA et al., 2017). Segundo Alves da silva e colaboradores (2017), esta € uma
tecnologia util em centros de criagdo animal, zooldgicos e outras instituicbes onde os
humanos tém contato com primatas, caso a intencdo seja associar um método
alternativo rapido para o diagndstico de TB nestes animais. E valido ressaltar que a
técnica de Xpert® MTB/RIF feita a partir de amostras de esfregaco de mucosa oral
de primatas € uma inovac¢ao no Brasil, com resultados promissores.

Em relacdo a destinacéo de residuos biolégicos e carcacgas, destaca-se que 0
bacilo da TB presente nos residuos de servi¢os de saude é capaz de permanecer no
ambiente por cerca de 150-180 dias (GARCIA; ZANETTI-RAMOS, 2004). Desta
forma, toda instituicdo deve seguir o plano de gerenciamento de residuos de
servicos de saude (PGRSS). Para tanto, os residuos devem, inicialmente, ser
submetidos a tratamento antes da disposicdo final e acondicionado de maneira
compativel com o processo de tratamento a ser utilizado (ANVISA, 2004). A Fiocruz
adota um fluxo de descarte de residuos bioldgicos e de carcagas de PNH de acordo
com a preconizacdo da RDC 306 (ANVISA, 2004).
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8. CONCLUSOES

A compilacéo das informagfes técnicas dispostas no manual elaborado a
partir da experiéncia vivenciada com o surto de TB na criacdo de PNH do criadouro

cientifico do SCPrim (ICTB-Fiocruz), permitiu concluir que:

I. Os recintos abertos dos PNH procedentes do criadouro cientifico da Fiocruz
facilitam a contaminacdo pelo bacilo da TB e os inquéritos epidemiolégicos
mostram que as comunidades localizadas no entorno do campus da instituicdo

pode ser a principal fonte de contaminacéo dos animais.

Il. A falta de uma area de isolamento propicia o carreamento do patdégeno entre as

colénias simias por contaminacao cruzada.

lll. A reducéo dos resultados positivos de TB nos animais mostra que as acgdes de

controle da TB que vém sendo adotadas na unidade sao eficientes.

IV. O programa de identificacdo de TB nos colaboradores do ICTB-Fiocruz esté
sendo eficaz na triagem do bacilo.

V. A elaboracdo dos "fluxos de rastreabilidade do bacilo da TB em criacdes de
primatas ndo humanos" permitiu dispor de uma visualizagdo abrangente de

todas as acdes executadas no criadouro cientifico estudado.

VI. O uso da associacdo de métodos de diagnostico tem se mostrado dindmico na
pesquisa do bacilo da TB nas criacbes de PNH do ICTB-Fiocruz, especialmente
pela adocao da tecnologia do sistema Xpert® MTB/RIF.

VII. Os macacos-de-cheiro (Saimiri sp.) desenvolvem a TB ativa com manifestacéo
de quadro clinico semelhante aos primatas do Velho Mundo, apresentando

sensibilidades semelhantes.
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10. ANEXO

10.1. Anexo A: Licenca da Comiss&o de Etica no Uso de Animais - CEUA

e

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacdo Oswaldo Cruz ;
: b ; Comissdo de Etica
Vice-presidéncia de Pesquisa e n6 Use de Arimais

Laboratérios de Referéncia

LICENGA - : LW-5/16

Certificamos que o protocolo (P-8/14.5), intitulado “CRIACAO, PRODUCAO E
MANUTENGAO DE PRIMATAS NAO HUMANOS NO CENTRO DE CRIAGAO DE ANIMAIS DE
LABORATORIO/CECAL PARA ATENDER AOS PROGRAMAS E PROJETOS DESENVOLVIDOS
NA FIOCRUZ”, sob a resbonsabilidade de CARLA DE FREITAS CAMPOS atende ao disposto na Lei
11794/08, que dispbe sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). A referida licenga n&o exime a obser\‘/éncia
das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislac&o nacional.

Informamos que todos os animais encaminhados para experimento devem ser testados
previamente para tuberculose e os proponentes deverdo informar imediatamente & Comissao de
Etica no Uso de Animais da Fiocruz o surgimento de animais positivos para a doenga. i

Esta licenca tem validade até 29/02/2020 e inclui o uso total de:

Macaca mulatta
- 163 machos.
- 335 fémeas.

Macaca fascicularis
- 19 machos.

- 39 fémeas.

Saimiri sciureus
- 91 machos.
- 145 fémeas.

Saimiri ustus
- 10 machos.

- 04 fémeas.

Rio de Janeiro, 29 de fevereiro de 2016.

ia M. Molinaro
Etelg!

Vice -
CEUAFIOCRUZ

SIAPE



