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RESUMO

A letalidade da raiva esta proxima de 100% e quinze milhdes de pessoas recebem
profilaxia pos-exposicdo anualmente. E imperioso garantir a qualidade dos produtos
biolégicos utilizados na prevencéo desta zoonose. Os lotes de vacina tém a poténcia
avaliada pelo teste do National Institutes of Health (NIH), baseado em imunizacéo e
desafio de camundongos. Este ensaio possui varias desvantagens, como a
variabilidade significativa e problemas de bem-estar animal. Varios métodos in vitro,
como o0 ensaio imunoenziméatico (ELISA), tém sido propostos com base na qualidade
e quantidade da glicoproteina (GLPTN) do virus da raiva, mas também podem
apresentar limitacbes como baixa sensibilidade, instabilidade e imprecisdo. A
estimativa da imunogenicidade baseada no titulo de anticorpos neutralizantes (AN),
avaliada por um teste sorolégico, como o Teste de Inibicdo de Foco Fluorescente
Rapido Modificado (RFFITm), ainda ndo € aplicada de forma efetiva para a vacina
humana. No entanto, uma concentracdo de AN pode ser usada como um preditor da
eficacia clinica deste produto em humanos vacinados, o que pode ser aplicado na
estimativa da poténcia da vacina. O objetivo deste estudo foi desenvolver e pré-
validar um Ensaio Soroldgico (ES) utilizando o RFFITm para determinar a poténcia
de vacinas antirrabicas para uso humano, demonstrando sua Relevancia e
Confiabilidade. Verificar o limite inferior de imunogenicidade ao conteudo viral de
GLPTN capaz de induzir resposta em camundongos, utilizando RFFITm. O ensaio
foi capaz de distinguir entre lotes potentes e subpotentes de vacinas. Houve
concordancia entre as poténcias determinadas pelo ES e o teste NIH. Os resultados
demonstraram que o ES é um candidato confiavel para a validagdo e inclusdo em
farmacopeias, obtendo reducdo e refinamento para o teste NIH. O menor teor de

GLPTN pelo ES capaz de induzir resposta AN foi determinado.

Palavras-chave: Ensaio de poténcia, Vacina contra a raiva humana, Ensaio
sorologico, RFFITm, Glicoproteina, Imunogenicidade, Desenvolvimento, Pré-

validacao.



ABSTRACT

Rabies lethality is close to 100% and annually 15 million people receive post-
exposure prophylaxis. It is mandatory to ensure the quality of biological products
used in the prevention of this zoonosis. The vaccine batches are assessed by the
National Institutes of Health (NIH) test which based on mice immunization and
challenge. This test has several disadvantages such as significant variability and
animal welfare issues. Several in vitro methods like an Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) have been proposed based on the quality and
quantity of glycoprotein (GLPTN) of rabies virus, but may also present limitations
such as low sensitivity, instability and imprecision. The estimate of immunogenicity
based on neutralizing antibody titer (Nab) evaluated by a serological test such as the
Modified Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test (mRFFIT), is not yet effectively
applied for human vaccine. Nevertheless, a Nab concentration can be used as a
predictor of clinical efficacy of this product in vaccinated humans, so, that can be
applied in estimating the vaccine potency. The objective of this study was to develop
and pre-validate a Serological Potency Test (SPT) using the mRFFIT to determine
the potency of rabies vaccines for human use, demonstrating its relevance and
reliability. Verify the lower limit of immunogenicity of the viral GLPTN content able to
induce Nab response in mice by mRFFIT. The assay was able to distinguish between
potent and sub-potent lots of vaccines. There was agreement between the potencies
determined by the SPT and the NIH test. The results demonstrated that SPT is a
viable candidate for validation and inclusion in pharmacopeias as a reduction and
refinement for the NIH test. The lower GLPTN content by SPT able to induce Nab
response was determined. The results were correlated and demonstrated that SPT
was able to determine the GLPTN immunogenicity lower limit. Our findings suggest
that a test based on rabies Nabs may represent an additional alternative for the
evaluation of rabies vaccines. The lower GLPTN content by ES able to induce Nab

response was determined.

Keywords: Potency assay, Human rabies vaccine, Serological assay, mRFFIT,

Glycoprotein, Immunogenicity, Development, Pre-validation.
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1 INTRODUCAO

A Raiva é uma zoonose transmitida ao homem pela inoculacédo do Lyssavirus
da Raiva (VR), principalmente pela mordedura de animais infectados e, mais
raramente, pela arranhadura e lambedura de mucosas e/ou pele lesada. Dentre as
doencas infecciosas de origem viral, a Raiva é Unica em rela¢do a seu alcance e ao
namero de vitimas, uma vez que pode afetar todos os mamiferos, cursando uma
encefalite aguda, capaz de levar as vitimas ao Obito em praticamente 100% dos
casos (ACHA, SZYFRES, 2003; CONSALES, BOLZAN, 2007; INTERNATIONAL
COMMITTEE, 2011; RUPPRECHT, KUZMIN, MESLIN, 2017).

Embora tenha sido uma das primeiras doencas humanas a ter uma vacina
experimentalmente desenvolvida com sucesso em 1885 (VODOPIJA, CLARCK,
1991), dados publicados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que a
Raiva ja esteve entre as dez causas mais comuns de mortes humanas no mundo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

O VR pertence a ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae, com pelo
menos trés géneros que afetam animais: Lyssavirus, Ephemerovirus e Vesiculovirus.
Atribuia-se a Raiva apenas uma espécie de virus, até que os métodos soroldgicos,
antigénicos e genéticos demonstraram a existéncia de pelo menos sete genotipos
diferentes (RUPPRECHT, KUZMIN, MESLIN, 2017). Com base em relacdes
filogenéticas e propriedades antigénicas, o género foi subdividido em dois filogrupos.
O filogrupo 1 inclui o VR, Australian Bat Lyssavirus (ABLV), virus de Duvenhage
(DUVV), European Bat Lyssavirus 1 e 2 (EBLV1 e 2), virus Aravan (ARAV), virus
Khujand (KHUV) e Irkut (IRKV), enquanto no filogrupo Il encontram-se virus Lagos
de morcego (LBV) e virus de Mokola (MOKV) (INTERNATIONAL COMMITTEE,
2011). O sorotipo 1, genotipo 1, inclui o virus rabico classico, o street (selvagem) e
as cepas vacinais Challenge Virus Standard (CVS), Pasteur Virus (PV), Pitman-
Moore Virus (PM), Flury Low Egg Passage e High Egg Passage (LEP e HEP),
Evelyn Rokitniki Abelseth Virus (ERA) e Street-Alabama-Dufferin Virus (SAD). Os
demais sorotipos séo virus relacionados a Raiva (TORDO, 1996).

O virus possui a forma de projétil e seu genoma é constituido por fita simples
de acido ribonucléico (RNA), ndo-segmentada e de polaridade negativa
(PRESCOTT, HARLEY, KLEIN, 1996; TORDO, 1996). A particula viral possui
didmetro de 75 nm (60 a 110 nm) e 180 nm (100 a 300 nm) de comprimento
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(HUMMELER, KOPROWSKI, WIKTOR, 1967; VERNON, NEURATH, RUBIN, 1972).
As particulas defeituosas ndo séo infecciosas e assemelham-se ao virus padrdo na
composicao proteica e lipidica. Apresentam a mesma configuracdo basica, porém,
sdo mais curtas (20% a 50% do comprimento do virus padréo), e 50% a 80% do
genoma podem ser suprimidos (MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 2001).
Morfologicamente, a particula pode ser dividida em duas unidades estruturais: o
nucleocapsideo de simetria helicoidal — parte central formada por um cilindro denso
— e a periférica, um fino envelope de 8 nm de largura coberto com espiculas, que
envolve o nucleocapsideo. A massa molecular é de 4,6 x 10° kDa, a densidade 1,20
g/cm?® em cloreto de césio (CsCl), 1,19 g/cm® em sacarose (KOPROWSKI, 1991;
MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 2001) e com 12 kilobases de tamanho (WHITE,
FENNER, 1994).

O genoma codifica cinco proteinas, nucleoproteina (N), polimerase (L),
fosfoproteina (P), glicoproteina (GLPTN) e proteina da matriz (M). No complexo
ribonucleoproteina (RNP), a molécula de RNA gendmico esta firmemente associada
a nucleoproteina N (SOKOL, STANCEK, KOPROWSKI, 1971). Essa conformacéao
protege o0 RNA da acdo de ribonucleases e parece manter o RNA em uma
configuragdo apropriada para a transcricdo (SOKOL et al, 1969). Outras duas
proteinas virais estdo associadas a RNP, a fosfoproteina e a proteina L. Essa Ultima
possui massa molecular relativamente alta e estd ligada a molécula de RNA
(WUNNER, 1991; TORDO, 1996). Suas fun¢des incluem a sintese, o capping
(polarizacdo), a metilacdo e a poliadenilacgo do RNA (MATTOS, MATTOS,
RUPPRECHT, 2001). Pouco se sabe sobre a fosfoproteina e sua associacdo a
estrutura helicoidal da RNP e a natureza do complexo fosfoproteina-nucleoproteina
N do virion, ou como ela interage com a proteina L no complexo ativo da polimerase
nas células infectadas (WUNNER, 1991). A GLPTN esta presente em duas formas,
com diferentes extensdes de glicosilagdo, mas ambas sdo gorduras aciladas com
acido palmitico (TORDO, 1996). Tal proteina forma projecdes de 10 nm de
comprimento distando 5 nm entre elas, organizadas em trimeros de proteina GLPTN
ancoradas a membrana que envolve a particula viral. Essa proteina € o antigeno de
superficie capaz de induzir a formacgéo e de reagir com 0s anticorpos neutralizantes
(AN) (MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 2001). Acredita-se que as proteinas M
estejam situadas na superficie interna do envelope viral onde interagem com

segmentos internos das GLPTN ancoradas na membrana. Assim, ligam as proteinas
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associadas a membrana ao nucleocapsideo, além de exercerem uma funcgéo
essencial no brotamento do virus (HUMMELER et al, 1968; WEISS, BENNETT,
1980).

O VR apresenta dois antigenos principais. Um externo (GLPTN) e outro
interno (nucleoproteina N) (BRASIL, 2014). O virus é estavel em uma faixa de pH
entre 5 e 10 e € inativado por agentes fisicos e quimicos, como o calor, radiagdo
ultravioleta, raios X, detergentes, agentes oxidantes, etc. (MATTOS, MATTOS,
RUPPRECHT, 2001). E sensivel a solventes lipidicos, ao alcool etilico de 45% a
70%, as preparacfes iodadas e ao composto quaternario de aménio (KAPLAN,
1996).

1.1 Histérico da raiva

O VR causa uma das doencas mais antigas e a mais letal de todas as
doencas infecciosas. Em 2.300 anos antes de Cristo (a.C.) ja era conhecida no Egito
(WHITE, FENNER, 1994; COLLIER, OXFORD, 2000). Na era pré-mosaica eram
previstas multas para os proprietarios de cdes loucos que agredissem pessoas
(MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 2001). Os gregos chamavam a Raiva de Lyssa
ou Lytta, que significa loucura. A palavra raiva deriva de rabere que significa raiva ou
loucura do Latim (PRESCOTT, HARLEY, KLEIN, 1996) ou rabhas (ser violento) em
Sanscrito antigo (STEELE, FERNANDEZ, 1991). No século |, Cardanus relatou a
saliva de cées raivosos como a fonte de infeccdo e os especialistas romanos da
época descreviam o material infeccioso como um veneno (virus do Latim) (STEELE,
FERNANDEZ, 1991; MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 2001).

Na Idade Média, doutores sirios acreditavam que a doenga era incuravel.
Rhazes, médico arabe, mencionou a hidrofobia em paciente que tinha ataques com
tremores e enrijecimento muscular quando olhava a agua (STEELE, FERNANDEZ,
1991). Outro médico arabe, Avicenna, descreveu sinais cutdaneos como eritema,
designados de roséola rabica ou pléiade rabica e bulbo rabico (FLEMING, 1872).

Na Era Moderna, foi escrito pelo médico italiano Fracastoro, o tratado
intitulado “Una ferida incurable”, em 1546 (MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT,
2001). A Universidade de Sorbonne condenou as praticas — que considerava
supersticiosas — para o tratamento da Raiva em uma declaracdo em 1671 (STEELE,
FERNANDEZ, 1991). Na Era Contemporanea, a partir do séc. XVIIl, Zinke (1804)
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demonstrou que a doenca poderia ser transmitida aplicando, com um pincel, a saliva
de um cdo com Raiva em incisGes feitas em outro cdo. Naquela época, ocorreram
também avancos no conhecimento da infec¢ao, que incluiam o comprometimento do
sistema nervoso, da fonte, da patogénese e do tratamento da Raiva (STEELE,
FERNANDEZ, 1991). Em 1824, recomendava-se fazer incisdes profundas nas
feridas que deviam ser lavadas com agua ou &cido cloridrico diluido. Depois que a
ferida estivesse limpa e seca, era aplicado um ferro quente ou o acido cloridrico
concentrado (EKSTROM, 1830).

Os estudiosos reconheciam a inoculagdo de um virus pela mordedura como a
causa da doenca, mas consideravam a geracdo espontanea como a origem do
virus. O pesquisador Reynaud injetou, subcutaneamente, na orelha de um coelho a
saliva de um paciente com Raiva. E, quatro dias mais tarde o animal apresentou
paralisia e morreu. Estas observagées ndo convenceram a Louis Pasteur, cientista
francés, quimico e microbiologista, mas sdo mencionadas como tendo conduzido a
seu grande trabalho publicado em 1881 (STEELE, FERNANDEZ, 1991). Mesmo
conhecendo os sinais clinicos da Raiva desde a mais remota Antiguidade, somente
ao final do século XIX, ocorreram progressos significativos para o diagndstico,
tratamento humano e controle da Raiva animal. Pasteur ndo conseguiu identificar o
virus, mas acreditava que um microrganismo infinitamente pequeno era a causa da
enfermidade, o que foi confirmado décadas apds pelos estudos de microscopia
eletrénica (ATANASIU et al, 1963; DAVIES et al, 1963; MATSUMOTO, 1963).

A Epizootia de Biguagu ocorrida em Santa Catarina, entre 1906 a 1908, foi a
primeira epizootia de Raiva em herbivoros notificada no Brasil por Parreiras Horta,
meédico do Instituto Oswaldo Cruz, do Rio de Janeiro (PARREIRAS, FIGUEIREDO,
1911). Carini, médico do Instituto Pasteur de Sao Paulo, identificou o VR como
agente causador da Epizootia de Biguagu e observou que o numero de cées
afetados era desproporcional ao de bovinos e equinos. Levantou entdo a hipétese
de a Raiva ser transmitida por morcegos hematéfagos aos herbivoros (CARINI,
1911). Alguns anos mais tarde, entre 1914 a 1918, esta suspeita foi confirmada por
dois veterinarios alemées, contratados pelo governo brasileiro para estudar as
mortes dos animais no Sul do pais (HAUPT, REHAAG, 1925). Em 1936, Pawan
demonstrou, pela primeira vez, seres humanos sendo mordidos por morcegos
vampiros e morrendo de Raiva (PAWAN, 1936).
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1.2 Epidemiologia

A Raiva apresenta distribuicdo mundial, exceto na Antartida e esta presente
em mais de 150 paises. Estima-se que anualmente ocorrem 59 mil mortes, 95%
delas na Asia e Africa, onde mais de trés bilhdes de pessoas estdo em risco de
adoecer e morrer, pois vivem em areas rurais, onde as vacinas e imunoglobulinas
nado estdo prontamente disponiveis ou acessiveis. Cinquenta por cento das
agressOes por cdes raivosos ocorre em criangcas com idade inferior a 15 anos.
Quinze milhBes de pessoas recebem tratamentos pés-exposicdo por terem algum
tipo de contato com animais suspeitos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).
Os reservatérios variam de acordo com a area geografica, sendo os cées e os gatos
as fontes de maior importancia na infeccdo humana. Os outros reservatérios
importantes sdo os lobos na Europa Oriental, a raposa vermelha na Europa
Ocidental, os mangustos e morcegos vampiros no Caribe, cangambas, guaxinins e
morcegos nos Estados Unidos da América (EUA) e Canada e os morcegos vampiros
na América Latina (COLLIER, OXFORD, 2000). Os cdes sao a principal fonte de
infeccdo e é estimada uma média de 100 acidentes notificados com cées suspeitos
por 100 mil habitantes ao ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018). No Brasil, at¢ o ano de 2003, o ciclo de
transmissao predominante responsavel pelos casos de Raiva humana era o urbano
e 0 cao contribuiu com a maioria dos casos. Em 2004, o morcego tornou-se 0
principal transmissor de Raiva humana, devido & ocorréncia de dois surtos nos
municipios de Portel e Viseu, no Para, totalizando 15 casos. Essa situacdo se
repetiu no ano seguinte quando foram notificados 32 casos no Para e no Maranhéo,
sendo 30 por morcegos, um por cao e um por primata ndo-humano (OPAS, 2017;
BRASIL, 2018).

Ao longo das ultimas décadas, os esforcos das autoridades de saude publica
determinaram a reducdo da incidéncia de Raiva humana e animal nas regides
metropolitanas brasileiras, assim como da maior parte da América Latina. No
periodo de 1980 a julho de 2018, foram notificados 1.455 casos de Raiva humana no
Brasil (BRASIL, 2018). Entre 2008 e 2017, foram notificados 30 casos, uma reducao
de 85% em relagdo a década anterior. A maioria dos casos esta concentrada nas
Regibes Norte e Nordeste (OPAS, 2017; BRASIL, 2018). No entanto, a doencga

ainda é considerada endémica no pais, com prevaléncia variavel de acordo com a
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regido geopolitica. Ha algum tempo, tem sido observado um aumento na detec¢éo
de casos de Raiva em morcegos e animais de producdo, bem como no nimero de
casos de Raiva humana transmitida por morcegos (MORIKAWA et al, 2012; BRASIL,
2014a).

Entre 2000 e 2009, mais de 425 mil pessoas ao ano procuraram atendimento
médico por terem sido expostas ou por se julgarem expostas ao VR e 64% recebeu
algum tipo de indicacdo de tratamento profilatico (BRASIL, 2014a). Em 2005, o
Ministério da Saude (MS) gastou cerca de R$ 66 milhdes com as agdes de vigilancia
epidemiologica para Raiva. Esses recursos serviram para medidas como a
realizacdo de campanhas de vacinacdo e a aquisicdo de imunobiolégicos (BRASIL,
2006).

Antes mesmo que a natureza dos virus fosse compreendida, Louis Pasteur foi
estimulado a alcancar uma das grandes descobertas na pesquisa biomédica,
abrindo desse modo a era moderna da prevencdo das doencas infecciosas pela
vacinacdo (WHITE, FENNER, 1994). Pasteur induziu imunidade em cdes usando
uma série de inje¢cdes do virus atenuado, descobrindo uma maneira de imunizar
também seres humanos. Inoculavam, em caes, fragmentos dessecados por até 15
dias, de medula de coelho inoculado com VR (PASTEUR, 1886). A vacinacdo é
fundamental na prevencéo de mortes e no controle da doenca em certas populacoes
animais. Nos EUA e outros paises desenvolvidos, a vacina contra Raiva
efetivamente eliminou cepas de virus de caninos domésticos (ORGANISATION,
2005).

A profilaxia da Raiva humana pode ser feita por pré ou pés-exposi¢cao ao
virus. A profilaxia na pré-exposicdo compreende a vacinacdo e € indicada para
pessoas que correm o risco continuo de exposicao devido a atividade profissional. A
profilaxia de pds-exposicdo tem indicacdo quando ocorrem exposicées acidentais e
deve incluir além da limpeza da les@o, a administracdo da vacina isoladamente ou
associada ao soro ou a imunoglobulina antirrdbica humana (BRASIL, 2014a). Os
médicos veterinarios e os técnicos de laboratério, que tém alto risco de exposi¢do ao
VR, devem avaliar o titulo de anticorpos semestralmente (PRESCOTT, HARLEY,
KLEIN, 1996; BRASIL, 2014a). Em caso de suposta exposicao, é imprescindivel a
limpeza do ferimento com agua corrente abundante e sabdo ou outro detergente,
pois essa conduta diminui, comprovadamente, o risco de infec¢do. Apés a limpeza,

devem ser utilizados antissépticos que inativem o virus, como o polivinilpirrolidona-
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iodo (PVPI®, Rioquimica), gluconato de clorexidina (Chlorohex®, Johnson) ou alcool
iodado (BRASIL, 2014a).

1.3 Vacinas contra raiva no Brasil

A histéria da luta contra a Raiva no Brasil é antiga. Em fevereiro de 1888,
meses antes da inauguracdo do grande instituto parisiense, D. Pedro Il havia
fundado o Instituto Pasteur do Rio de Janeiro, ambos nasceram com a finalidade de
desenvolver pesquisas e difundir a vacina contra raiva (BENCHIMOL, 1999). Em
1903, foi também fundado em S&o Paulo, o Instituto Pasteur, como instituicdo de
carater privado, com objetivos cientificos e humanitarios (INSTITUTO PASTEUR,
2017).

Porém, a Raiva urbana permaneceu endémica no Brasil por muito tempo e
em 1973, foi criado o Programa Nacional de Profilaxia da Raiva (PNPR), mediante
convénio firmado entre os Ministérios da Saude e da Agricultura, Central de
Medicamentos e a Organizagcdo Pan-americana de Saude (OPAS) (BRASIL, 1973).

Todas as vacinas para uso humano contra a Raiva sao inativadas. A vacina
Fuenzalida & Palacios modificada foi desenvolvida no Chile, na década de 1950
(FUENZALIDA, PALACIOS, 1955). Apesar de introduzida no Brasil em 1965, foi
escolhida somente a partir deste ano, dentre as varias vacinas até entédo produzidas
no Pais, como a que melhor atenderia as exigéncias do PNPR. Era produzida em
cérebro de camundongos recém-nascidos, infectados com virus fixo das cepas PV
ou CVS, inativados pela beta-propiolactona. Fabricada pelo Instituto Butantan em
S&o Paulo e pelo Instituto Tecnologico do Parana (TECPAR), foi a mais utilizada no
Brasil até o ano de 2000, quando passou a ser substituida pela vacina produzida em
célula Vero. Esta vacina era utilizada em grande escala nas campanhas de
vacinacdo de caes e gatos, e em humanos até 2003, permitindo que a Raiva fosse
controlada com éxito na maior parte do Pais, apesar de toda discussédo a respeito de
reacoes adversas causadas por tal classe de vacinas (SILVA, MARKUS, PADILHA,
1967; MARKUS, JOBIM, MOURA, 1971).

Nas décadas seguintes, desenvolveu-se uma vacina a partir de linhagem
continua de células renais de macacos africanos. As células Vero anteriormente
foram utilizadas para a producédo de vacinas contra a poliomielite (Purified Vero Cell

Vaccine — PVCV). A vacina € produzida com a cepa Pitman-Moore, inativada pela
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beta-propiolactona e concentrada por ultracentrifugacdo. A poténcia minima é de 2,5
Ul por dose. As vacinas produzidas em cultura de células de embrido de galinha
(Purified Chick-Embryo Cell Vaccine) sao preparadas com a cepa Flury LEPC25 e
desenvolvidas em fibroblastos de embrido do mesmo tipo. Sdo mais seguras e
eficazes, eliminando muitos dos problemas com as vacinas produzidas em tecido
cerebral (COSTA et al, 2000).

No Brasil, vacinas produzidas em cultura celular ou em embrido de pato
estavam disponiveis apenas para pacientes imunodeprimidos e para 0s que
apresentassem eventos adversos graves a vacina Fuenzalida & Palacios
modificada. Hoje, as vacinas produzidas em célula Vero estdo disponiveis em toda
Rede de Saude Publica (COSTA et al, 2000). Além da imunizacdo, as pessoas em
risco devem receber a vacina associada a imunoglobulina, o que reduz
substancialmente a mortalidade (WHITE, FENNER, 1994).

O estado de Séo Paulo iniciou a utilizagdo da vacina purificada produzida em
células Vero (VERORAB, Aventis Pasteur, Franca), a partir do ano 2000. Os demais
estados seguiram utilizando a vacina produzida em cérebro de camundongos
lactentes produzida pelo TECPAR até 2002. Em 2003, o Instituto Butantan passou a
importar e fornecer a vacina purificada em células Vero ao MS, como fruto de um
acordo de transferéncia de tecnologia com a Aventis Pasteur, produtora francesa da
vacina.

Quase todas as vacinas sdo apoiadas nos aspectos funcionais da proteina G,
conferindo imunidade contra uma infeccéo letal. Os anticorpos exercem seu efeito
protetor pela neutralizacdo extracelular do virus, pela lise de células infectadas
mediada por complemento e pela citotoxicidade dependente de anticorpos. A
ribonucleoproteina também induz uma resposta especifica de anticorpos que podem
contribuir contra a infeccado (MATTOS, MATTOS, RUPPRECHT, 2001). A
antigenicidade da GLPTN é conferida por dois sitios antigénicos dominantes (sitios Il
e lll), compostos de 20 aminoacidos de um total de 505, um sitio antigénico menor e
poucos epitopos isolados (DIETZSCHOLD et al, 1990; BENMANSOUR et al, 1991).

A intervencdo imunologica é eficaz durante o longo periodo de incubacéo
devido a demora entre a replicacdo inicial e a entrada do virus no ambiente
protegido do sistema nervoso. Mesmo a imunizagdo de pos-exposi¢cdo sendo muito
eficaz, deve ser feita 0 mais proximo possivel do momento da agressao pelo animal

suspeito, uma vez que, se 0s sinais clinicos surgirem, serda demasiado tarde.
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Embora as proteinas do VR sejam altamente imunogénicas, nem as respostas
mediadas por célula e humoral podem ser detectadas durante a migracdo do virus
do local da mordida ao Sistema Nervoso Central (WHITE, FENNER, 1994;
DIMMOCK, EASTON, LEPPARD, 2001). Duas a quatro semanas ap0s o inicio do
esquema profilatico antirrabico, espera-se a producdo de anticorpos suficientes para
reagir totalmente em uma concentracédo padrdo de VR nos testes de neutralizacao.
A avaliacdo sorolégica deve ser realizada a partir do 10° dia da administracdo da
tltima dose da vacina e somente titulos iguais ou acima de 0,5 Ul/ mL de AN séo
considerados como satisfatorios (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992). Além
disso, pessoas com exposicdo continuada, como pesquisadores, profissionais de
laboratorio que manipulam o virus e os médicos veterinarios que atuam em areas
epizooticas, devem ser avaliadas semestralmente. Profissionais com menor risco de
exposicdo devem ser avaliados anualmente. A avaliacdo sorolégica deve ser
realizada em todos os pacientes submetidos a vacinagéo (BRASIL, 2014a).

A partir da década de 1980, houve crescente participacdo popular e de
entidades representativas de diversos segmentos da sociedade no processo politico.
Isto moldou a concepc¢do vigente de vigilancia sanitaria, integrando, conforme
preceito constitucional, o complexo de atividades concebidas para que o Estado
cumprisse o papel de guardido dos direitos do consumidor e provedor das condi¢des
de saude da populacdo (BRASIL, 1990; EDUARDO, 1998). O final desta década e a
seguinte foram de grande importancia para a estruturacdo do sistema de saude
brasileiro, assim como para o estabelecimento da Vigilancia Sanitaria (VISA). Neste
periodo destacou-se como marco de importancia a Constituicdo Federal de 1988,
gue assegurou o direito e acesso aos servicos de promocao, protecdo e
recuperacdo da saude. Em 1990, a Lei Organica da Saude 8080 definiu a VISA
como parte integrante do Sistema Unico de Satde e declarou que o dever do Estado
em garantir a saude, consiste na formulacédo e execuc¢do de politicas econémicas e
sociais que visem a reducdo de riscos de doencas e outros agravos, O
estabelecimento de condicbes que assegurem acesso universal e igualitario as
acOes e aos servicos para promocao, protecéo e recuperacdo da saude. Ao final dos
anos 1990, a Lei 9782 criou o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Definiu as areas de atuacdo da VISA,
Meio Ambiente, Circulagdo de bens e produtos relacionados a saude, Producédo e

servicos de saude, e a Vigilancia Sanitaria do Trabalho, contribuindo para a
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organizagdo do sistema de saude. Na avaliagdo da VISA inclui-se o
desenvolvimento, a avaliacdo e o controle de produtos, como os imunobiol6gicos
(BRASIL, 1988a; BRASIL, 1990; BRASIL, 1999).

1.4 Controle da qualidade de imunobioldgicos

1.4.1 O Laborato6rio nacional de controle

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) é uma
unidade técnico-cientifica da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), pertencente ao
MS. E o 6rgdo de referéncia nacional para as questdes normativas e analitico-
laboratoriais relativas ao controle da qualidade (CQ) de insumos, produtos,
ambientes e servigos vinculados a VISA (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2005).
Desde 1983, o INCQS faz o CQ dos imunobiolégicos (soros e vacinas), utilizados no
Programa Nacional de Imunizacées (PNI) (MOURA, 2009). Segue o critério de
amostragem aleatéria para execucao de ensaio, onde sdo analisadas 20% das
amostras de produtores que ndo tenham apresentado lotes reprovados pelo periodo
de trés anos (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2015). Em 2008, a ANVISA delegou ao INCQS a responsabilidade de liberacédo de
lotes de vacinas e soros hiperimunes utilizados no Brasil (BRASIL, 2008a).

As vacinas de uso humano utilizadas pelo MS na prevencéo da Raiva tém sua
poténcia avaliada lote a lote no INCQS, desde 1987, pelo ensaio National Institute of
Health (NIH) (SELIGMANN, 1966). As vacinas de cultivo celular devem apresentar
poténcia minima de 2,5 Ul/dose. A producédo é baseada no sistema de lote semente
de virus que deve estar devidamente caracterizado. Os lotes sdo submetidos aos
controles de identificacdo viral, esterilidade e titulo viral. Além disso, é necessario
gue a cepa viral demonstre imunogenicidade adequada para o homem. A replicacéo
do virus é realizada em cultura de célula suscetivel e controlada quanto a
esterilidade, identidade viral e titulo viral. No processo de producdo, uma suspensao
viral intermediaria é preparada, purificada e inativada. Apés a inativacao, o produto é
concentrado e séo realizados testes de esterilidade, inativacdo viral e atividade
imunogénica. Antes do envase, o produto € submetido, ainda, aos controles de
esterilidade, atividade imunogénica e teor de conservantes (quando presentes). Os

ensaios preconizados pela Farmacopeia Brasileira séo: identificagédo, ensaios fisico-
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quimicos (fenol, tiomersal e umidade residual), testes de seguranca biol6gica
(esterilidade, pirogénio e inativacao viral), determinacédo da atividade imunogénica
(poténcia) e termoestabilidade (FARMACOPEIA, 2010a). Este ultimo é dispensado
pelas normas da OMS e Farmacopeia Européia para efeito de liberacédo de lotes,
sendo aplicavel apenas durante a producdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2007; COUNCIL, 2015).

1.4.2 Ensaio de poténcia National Institute of Health (EPNIH)

O ensaio de poténcia avalia a imunogenicidade da vacina contra Raiva de uso
humano (VacRab) frente a uma vacina de referéncia (VacRef) pelo método NIH
volumétrico. E aplicado no CQ de lotes de vacina que consistam de preparacées
contendo virus rabico fixo inativado. Utiliza como padrdes e substancias biolégicas
de referéncia o virus trabalho (VT), obtido da cepa CVS, e a VacRef contra Raiva
com poténcia padronizada em Ul (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2017a).

O primeiro teste de poténcia em camundongos descrito foi o teste de Habel
(HABEL, 1996), que foi progressivamente substituido pelo Ensaio de poténcia NIH
(EPNIH). Este € um método in vivo que consiste na imunizacdo intraperitoneal (ip)
de grupos de camundongos, seguido por um desafio intracerebral (ic) com virus
padrao (CVS). Os animais sao monitorados durante 14 dias pos-desafio e a poténcia
relativa de uma vacina teste € calculada por comparacdo da sua dose efetiva média
ou 50% (DEso) com a DEso de uma VacRef (WILBUR, AUBERT, 1996).

O EPNIH é realizado em camundongos Swiss de 21 dias de idade, em
guantidade que varia de 126 a 270, se forem analisadas uma a quatro vacinas teste.
Os animais sdo distribuidos em grupos: 30 camundongos no controle viral para
testar doses do CVS, 48 para as doses da VacRef e 48 de cada vacina teste. O
desafio por virus padrao consiste geralmente de uma suspensao de cérebro de
camundongo 20%, fornecendo 10 a 50 dose letal 50 % (DLso)/30uL pela via ic,
utilizada também para determinagdo da DLso (FARMACOPEIA, 2010a; INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2017a). Para minimizar
ou evitar a dor e o sofrimento associado ao procedimento de inoculagéao
intracraniana, os camundongos devem ser anestesiados utilizando anestésicos
inalatorios ou injetaveis (HEDRICH, 2004).
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O ensaio de poténcia € um método de titulagdo com base quantal ou
respostas ‘tudo ou nada’. Em tais ensaios de diluicdo, € necessaria uma
comparacao entre a relacdo de dose/resposta da VacRef e da vacina de teste. A
linearizagcdo destas curvas de dose/resposta pode ser obtida por diferentes
transformacoes, tais como andlise de probitos, transformagédo angular etc. Poténcia
e os limites de confianca podem ser calculados comparando a DEso da VacRef com
a DEso da vacina de teste (GOVINDARAJULU, 2001; SERVAT, CLIQUET, 2015).

1.5 Animais de laboratorio
1.5.1 Uso de animais de laboratorio

Testes em animais tém desempenhado um papel crucial em pesquisa e
desenvolvimento e no CQ de vacinas de uso humano, desde 0s primeiros passos
dados para sua criagdo. Ensaios de CQ de vacinas, in vivo assim como in vitro, sdo
importantes estagios no estudo das vacinas, durante a pesquisa e desenvolvimento,
na rotina e apds a producao, e na liberacédo de lotes. No entanto, com o avancado
estagio de desenvolvimento tecnoldgico, das técnicas de laboratério e da
consciéncia ética, esforcos devem ser dirigidos para a racionalizacdo no uso de
animais no CQ desses produtos (METZ et al 2002).

Embora a tecnologia tenha avancado muitas das primeiras geracbes de
vacinas, ainda em producdo, utilizam técnicas de inativacdo/detoxificacdo ou
atenuacdo de um microrganismo virulento. Devido ao modo como as vacinas
tradicionais sdo produzidas, extensos controles utilizando animais sdo necessarios,
e as especificacfes para CQ estao descritas nas monografias especificas de cada
produto (METZ et al, 2002).

1.5.2 O principio dos 3R de Russel & Burch

Em 1959, o livro The Principles of Humane Experimental Technique foi
publicado por Russell e Burch (1959). Embora os autores s6 tenham obtido
reconhecimento na década de 1970, serviu como pedra fundamental na
experimentacdo animal, dando origem ao conceito dos 3R (Reduction, Refinement

and Replacement). Os autores postularam que quando animais eram utilizados em
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experimentos, todo esforco deveria ser aplicado para substitui-los com alternativas
ndo-sencientes, com o objetivo de reduzir ao minimo o numero de animais e para
limitar experiéncias que provocassem dor e angustia. Os 3R passaram a ser uma
area comum dos investigadores que trabalham com animais e daqueles que se
opdem a sua utilizacdo. Mesmo os cientistas que aceitam a necessidade de utilizar
animais em alguns experimentos, concordam com a idéia que seria preferivel ndo
usar. Se ndo ha alternativa, o menor niumero possivel deve ser utilizado com um
minimo de dor ou sofirmento. Muitos dos opositores da experimentacdo animal
também concordam que, até os animais serem completamente substituidos, os 3R
de Russell e Burch fornecem um meio de melhorar o bem-estar animal (RUSSELL,
BURCH, 1959; FLECKNELL, 2002).

1.5.3 Cenario da experimentagéo animal no Brasil

Em 2008, apds 12 anos de tramitacdo, foi promulgada a Lei 11.794 proposta
pelo sanitarista Sérgio Arouca. Esta lei regulamentou o inciso VIl do art. 225 da
Constituicdo Federal, estabelecendo os procedimentos para o uso cientifico de
animais. No ano seguinte o Decreto 6.899 estabeleceu as normas de funcionamento
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), criou o
Cadastro das Instituicbes de Uso Cientifico de Animais - CIUCA, mediante a
regulamentacao da Lei (BRASIL, 1988a; BRASIL, 2008b; BRASIL, 2009).

Em 2016, o CONCEA publicou a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica - DBCA. A
finalidade € de apresentar principios de condutas que permitissem garantir o cuidado
e 0 manejo ético de animais utilizados para fins cientificos ou didaticos. Os principios
estabelecidos nesta diretriz sdo orientagcdes para pesquisadores, professores,
estudantes, técnicos, instituicbes, Comissdes de Etica no Uso de Animais (CEUA) e
todos os envolvidos no cuidado e manejo de animais. Em seus principios gerais,
orienta sobre praticas de cuidados que exigem comprometimento real com o bem-
estar animal, o respeito pela contribuicdo que os animais oferecem para a pesquisa
e ensino, e também apresenta mecanismos para uma analise ética de seu uso. Este
documento ressalta a responsabilidade de todos os envolvidos na criagcdo, no
cuidado e na utilizagdo de animais para fins cientificos ou didaticos. Prevé ainda que

as propostas de utilizacdo de animais para fins cientificos ou didaticos devem
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considerar a substituicdo dos animais por métodos alternativos validados (BRASIL,
2016). Na Fiocruz, a CEUA esta encarregada de emitir pareceres quanto aos
aspectos éticos de todos os procedimentos envolvendo animais, considerando a
relevancia do propdsito cientifico e o impacto de tais atividades sobre a preservacéo
da vida, o bem-estar e a protecdo dos animais (FUNDACAO OSWALDO CRUZ,
2016a).

Desde 1985, a busca por métodos alternativos que dispensem o uso de
animais em pesquisas laboratoriais tem sido prioridade para o INCQS, culminando
com a idealizacdo de um centro de validagdo de métodos alternativos em 2008
(PAUMGARTTEN et al, 1989; PRESGRAVE, 2008). A partir de uma parceria da
instituicdo com a ANVISA, esse esfor¢co conjunto originou, em janeiro de 2012,
um Acordo de Cooperacdo Técnica, nomeando uma comissdo para viabilizar a
criagcdo do Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos (BraCVAM), o
primeiro da América Latina a validar e coordenar estudos de substituicdo, reducéo
ou refinamento do emprego de animais de laboratorio (BRASIL, 2012a).

A Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA) ao uso de animais foi
criada pela Portaria 491 do Ministério de Ciéncia, Tecnologia e Inovagéo, em 2012.
Sua criacdo vem ao encontro do panorama internacional que fomenta e privilegia o
principio dos 3R, organizando uma infraestrutura laboratorial e de recursos humanos
especializados, capazes de implantar métodos alternativos ao uso de animais, assim
como desenvolver e validar novos métodos no Brasil. Ficou estabelecido, pela
Portaria, que o processo de validacdo de métodos alternativos dar-se-a4 no ambito do
BraCVAM. Este 6rgdo tem o papel de identificar métodos alternativos nacionais e
internacionais, bem como receber propostas de validacdo de métodos de
laboratorios publicos ou privados, industrias, universidades etc. Sugerindo, assim, a
adaptacdo a demanda nacional e estimulando a substituicdo dos métodos em
estudos brasileiros (FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ, 2016b; BRASIL, 2012b).

1.6 Métodos alternativos para imunobioldgicos

A produgédo de imunobiolégicos € um processo complexo que requer controles
extremamente rigorosos em todas as etapas. Cerca de 70% do tempo é dedicado ao
CQ (SANOFI, 2017). Além disso, os programas de vigilancia sdo necessarios para

evitar prejuizos a Saude Publica ou danos econémicos causados por produtos com
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monitoramento precério, falsificacdo etc. Alertas sobre produtos falsificados
incluiram vacinas contra influenza, meningite e Raiva (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015). Entretanto, determinar a eficacia e seguranca de VacRab
requer a utilizacdo de um grande numero de animais de laboratério e lhes inflige
significativa dor e sofrimento. Novos métodos e abordagens estdo disponiveis, sdo
considerados mais humanitarios e utiizam menos ou nenhum animal; sdo mais
rapidos, menos onerosos e mais precisos; e podem ser considerados mais seguros
para os analistas. No entanto, o desafio é aplica-los no CQ e/ou na liberacdo de
lotes de vacina no contexto dos 6rgédos regulatérios (ORGANISATION, 2005).

Durante muitos anos, tanto o teste de Habel (HABEL, 1996) como o EPNIH
(WILBUR; AUBERT, 1996) foram utilizados para analisar a poténcia da VacRab. O
conceito de utilizar a quantidade de anticorpos produzidos em animais imunizados,
como um meio para avaliar a poténcia do agente imunizante, ndo é novo. Em 1972,
um teste sorolégico foi proposto como possivel substituto para o EPNIH (ARKO,
WIKTOR, SIKES, 1973). Nas ultimas décadas, varios modelos de quantificacdo de
antigeno e sorolégicos foram desenvolvidos como alternativas potenciais para o
ensaio de atividade. Exemplo disso é o teste de inibicdo de focos fluorescentes
(RFFIT) (KRAMER et al, 2009; KRAMER et al, 2010) para a VacRab inativada de
uso veterinario. A Farmacopeia Europeia propde dois métodos para a determinacéo
da poténcia dessa mesma vacina, o teste classico de desafio e, como alternativa e
possivel método para fins de teste de poténcia, a titulacdo de AN induzidos apds a
vacinacdo de camundongos, revelado pelo RFFIT (COUNCIL, 2013). Embora este
método seja mais rapido e menos doloroso para 0s animais, ainda nao é
amplamente utilizado e existem apenas poucos dados sobre a correspondéncia com
o0 método classico (FITZGERALD et al, 1978; KRAMER et al, 2009). No Brasil, o
método de desafio em camundongos e de determinagdo da atividade imunogénica
séo aplicados para VacRab inativada de uso humano (FARMACOPEIA, 2010a).
Para as vacinas veterinarias de virus inativado, o Ministério da Agricultura Pecuéria
e Abastecimento indica o Teste de Habel, o EPNIH e o Teste de protecdo em
cobaias (BRASIL, 1988b).

Modelos de quantificacdo de antigeno preveem a substituicao total de animais
e medem a quantidade de antigeno ou imundégeno da vacina. Estes incluem o
ensaio de difuséo radial simples (FERGUSON, 1996), que é aceito na libertacdo de

lotes de vacinas para uso humano (BRUCKNER et al, 2003), o teste de ligacdo do
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anticorpo (ARKO, WIKTOR, SIKES, 1973) e varios procedimentos Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (Elisa) (PERRIN et al, 1990; ROOIJAKKERS et al, 1996;
GAMONH et al, 1996). Entre estes, encontra-se um Elisa utilizado pelo Laboratério de
Controle Nacional da Agéncia Nacional de Seguranca de Medicamentos e Produtos
para Saude da Franca (Agence National de Sécurité du Medicament et des Produits
de Santé), para quantificar a GLPTN viral na VacRab humana sem adjuvante
(STOKES et al, 2012). No entanto, ainda existem diversas incertezas cientificas para
a aplicacdo de modelos sorolégicos ou de quantificacdo de antigeno que levam a
hesitacBes a respeito da aceitacdo desses métodos para fins regulatorios (STOKES,
KULPA-EDDY, McFARLAND, 2011; SCHIFFELERS et al, 2014).

1.7 Consisténcia de producéo

Para a liberacdo de lotes de vacinas é desejavel uma garantia adicional da
seguranca e da qualidade dos lotes produzidos, visando fornecer ao publico
confianca na utilizacdo dos imunobiolégicos. Varias interpretacdes sao aplicadas e
reconhece-se que o processo de liberacdo dos lotes ndo é a Unica abordagem para
monitorar a qualidade das vacinas. Inspecbes de Boas Praticas de Fabricacéo
(BPF), vigilancia pos-comercializacdo e revisbes anuais de dados relatados séo
essenciais para o processo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007). Outra
maneira de avancar em testes de liberacédo de lotes é a abordagem de consisténcia
de producéo (CP) (METZ et al, 2002).

Embora a CP seja um conceito antigo que visa garantir a liberacéo
ininterrupta de produtos eficazes e seguros, e estava previsto no The Viruses,
Serums Act (UNITED STATES, D., 1913), somente no inicio da década dos anos
2000 foi proposta como uma mudanca de paradigma, com a abordagem da CP, com
um novo conceito de CQ para vacinas. Esta abordagem pode levar a uma reducao
no uso de animais, desde que um pequeno conjunto de bioensaios executados por
lote final, com limitado poder de prever o comportamento da vacina em uma
populacdo alvo, seja substituido por uma bateria de ensaios significativos com
capacidade ampliada (HENDRIKSEN, 2006).

O modelo de abordagem de consisténcia para liberacdo de lotes de vacinas
tem como objetivos: (1) identificar os indicadores criticos de seguranca e eficacia; (2)
fazer uso de procedimentos de CQ em todo o processo de fabrico para identificar



37

quando hé alteragBes inaceitdveis em parametros criticos do produto; (3) incentivar
a aplicacdo de conceitos mais recentes para a garantia de qualidade da vacina,
como qualidade do projeto (quality by design) e tecnologia analitica de processo.
Uma abordagem de consisténcia bem-sucedida para a determinacédo da poténcia e
seguranca da VacRab exige varios ensaios em processo (STOKES et al, 2012). A
CP pode ser descrita em termos de capacidade de processo ou pela capacidade de
um processo produzir dentro de certos limites de especificacdo. Por exemplo, um
simples teste de diluicho poderia demonstrar se a vacina se encontra na
especificacado determinada (KREEFTENBERG, 2002). Os novos modelos vao desde
modificacdes do procedimento de teste in vivo existente - como o uso de end point
humanitario (eutanasia antes que o animal ndo consiga mais se locomover) ou
sorologia em vez de desafio - a testes in vitro para quantificacdo de antigeno. Nesta
abordagem, o CQ implica na utilizagdo de um conjunto de parametros para constituir
um perfil do produto, o que € monitorado durante a producdo e garante que cada
lote € semelhante a uma vacina especifica do fabricante de comprovada eficacia
clinica e seguranca. A consisténcia depende inteiramente de implementar sistema
da qualidade, tais como BPF e garantia da qualidade, e também da utilizacdo de
ferramentas de analise do produto (HENDRIKSEN, 2009).

Uma melhor conducdo na CP por meio de testes durante o processamento,
tem permitido simplificacdo da liberacdo de protocolos. Em particular, relacionado ao
uso de testes in vitro, enquanto mantendo a capacidade de demonstrar equivaléncia
com lotes clinicos (JONES, CURRIE, 1991). Os testes de imunogenicidade ja sao
aplicados para vacinas veterinarias, como alternativa ao teste de desafio, com
imunizacédo seguida de titulagdo de AN (KRAMER et al, 2009; KRAMER et al, 2010;
COUNCIL, 2013). Em ensaios clinicos de novas vacinas desenvolvidas, a OMS
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007) recomenda, para a avaliagdo clinica de
vacinacdo antirrdbica e obtencdo de licenciamento, a evidéncia de apresentar
poténcia minima de 2,5 Ul por dose, induzindo imunogenicidade e protecédo
adequadas. Uma concentracao de anticorpos de, pelo menos, 0,5 Ul/ mL nos dias
14 e 28 ou 30, apods o inicio da vacinacdo, é geralmente considerada como sendo
apropriada. Por conseguinte, uma concentracao satisfatoria de AN pode ser utilizada
como um preditor de eficacia clinica deste produto.

N&o existe um modelo animal ideal para demonstrar a eficacia de VacRab

administradas apds a exposicdo. Na auséncia deste modelo, testes laboratoriais
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baseados em imunizacao pré-exposi¢cdo vém sendo utilizados. Normalmente, todos
os testes de pré-exposicao utilizam camundongos. Além disto, este requerimento é
baseado na antiga abordagem que considera cada lote de produto biolégico como
sendo Unico e, portanto, devendo ser submetido a ensaios que comprovem sua
seguranca e eficicia. (VODOPIJA, CLARCK, 1991).

1.8 Validacdo de métodos alternativos

A validacdo é um estudo pelo qual a confiabilidade e a relevancia de um
método ou processo sdo estabelecidas para uma finalidade especifica
(ORGANISATION, 2005). Consiste em demonstrar experimentalmente que o ensaio
€ adequado para o fim a que se destina (INTERNATIONAL CONFERENCE, 2005a).
Em ensaios de poténcia para vacinas, € tipicamente baseada: (1) no tipo de vacina
testado; (2) nos detalhes especificos dos procedimentos analiticos, nos quais a
poténcia pode significar o teor de antigenos ou, mais tipicamente, a atividade
bioldgica. Os métodos disponiveis incluem ensaios baseados em animais, cultura de
células, bioquimica e, em alguns casos, ligacdo de ligandos a receptores
(INTERNATIONAL CONFERENCE, 2005a; METZ et al, 2002).

Abordagens similares tém sido aplicadas as vacinas no mercado,
principalmente, nas que séo purificadas e parecem estar no escopo da diretriz Q6B
(INTERNATIONAL CONFERENCE, 1999), enquanto as vacinas constituidas por
proteinas ou peptideos bem caracterizados sdo explicitamente incluidas na diretriz
Q5C (INTERNATIONAL CONFERENCE, 1995).

1.8.1 Boas praticas de fabricacao e validacdo

A industria Farmacéutica é altamente regulada. Antes da aprovacdo de uma
nova droga €é garantido por agéncias reguladoras como o Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA e a European Medicines Agency, que o produto é
seguro e eficaz (PELTZMAN, 1973). Para isto, um grande conjunto de dados de
testes clinicos, ndo clinicos e analiticos quimicos, de fabricacdo e controle
(Chemistry, manufacturing and control - CMC) s&o gerados em apoio a aprovagao
pré-mercado. Além do mais, regulamentos de fabricagcdo, como as BPF correntes

dos EUA, também estipulam que padrdes modernos sejam adotados no desenho,
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monitoramento e controle de processos de fabricagédo, assim como das instalacoes,
para garantir fornecimento consistente de produtos com alta qualidade aos pacientes
(YANG, 2016).

O inicio da utilizacdo dos padrées modernos para BPF pode ser atribuido a
um incidente que comecou em dezembro de 1940, quando a Winthrop Chemical
Company de Nova York colocou no mercado comprimidos de sulfatiazole
contaminados com fenobarbital, causando a morte de 300 pessoas (SWANN, 1999).
Mas apenas em 1963, apds a tragédia da talidomida, foram publicadas as Boas
praticas para fabricacdo, processamento, embalagem ou manipulacdo de produtos
farmacéuticos terminados (UNITED STATES, A., 1963).

O FDA desenvolveu uma revisdo baseada em analise de risco, adequacéo e
politica de inspecbes de forma que as revisbes de CMC fossem focadas em
questdes de alto risco. A iniciativa foi guiada por uma visdo para atingir um estado
desejado da industria farmacéutica como o mais eficiente, &gil, flexivel setor de
fabricacdo, que confiavelmente produz medicamentos de alta qualidade sem
exagero regulatério (WOODCOCK, 2012). Trouxe varias mudancas regulatorias, as
mais notdrias foram as publicacfes de documentos guias pelo International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use
(ICH) [ICH Q8 (R2), 8, 9 e 10] relacionados ao desenvolvimento farmacéutico,
gerenciamento de risco na qualidade e sistema da qualidade farmacéutico
(INTERNATIONAL CONFERENCE 2005b, 2008 e 2009). Estes guias evidenciam a
importancia do desenvolvimento de processos produtivos baseados no
entendimento sistematico, controle de riscos e utilizacdo de sistemas da qualidade
dos processos e produtos. Eles representam uma significativa mudanca da
tradicional ‘testagem de conformidade’ para a ‘qualidade por design’.

Outros guias estabelecem o0s requisitos para verificar o cumprimento das
BPF, podendo adotar acdes alternativas, desde que validadas. Os estudos de
validacédo sdo uma parte essencial das BPF e devem ser conduzidos de acordo com
protocolos pré-definidos e aprovados (FARMACOPEIA, 2010a).

1.8.2 Principais organismos internacionais de validacdo de métodos alternativos

Os principais organismos envolvidos em processos de validacdo incluem o

Conselho Internacional de Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Produtos
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Farmacéuticos de Uso Humano — ICH, a Organizacdo para a Cooperagdo e o
Desenvolvimento Econbémico (Organisation for Economic Co-operation and
Development), o Laboratério de Referéncia da Unido Europeia para métodos
alternativos em ensaios animais — Centro Europeu para a Validacdo de Métodos
Alternativos (European Union Reference Laboratory for alternatives to animal testing
— European Center for the Validation of Alternatibve Methods), o Diretério Europeu
da Qualidade dos Medicamentos e Cuidados de Saude (European Directorate for the
Quality of Medicines & Health Care), o Comité de Coordenagéo Interagencial para
Validacdo de Meétodos Alternativos (Interagency Coordinating Committee on the
Validation of Alternative Methods, EUA), Centro Japonés para Validacdo de Métodos
Alternativos (Japanese Center for the Validation of Alternative Methods), o Johns
Hopkins Center for Alternatives to Animal Testing, nos EUA e no Brasil, o0 BraCVAM,
criado pela Fundagdo Oswaldo Cruz em parceria com a ANVISA, ligado ao
CONCEA e RENAMA.

Existem também instituicbes voltadas ao custeio da pesquisa e adocado de
métodos alternativos como o Grupo Europeu para Abordagens Alternativas aos
Ensaios com Animais (European Partnership for Alternative Approaches to Animal
Testing, Unido Europeia), o Fundo para Substituicdo de Animais em Experimentos
Médicos (Fund for the Replacement of Animals in Medical Experiments, Reino
Unido), a Fundacdo Doerenkamp-Zbinden para Pesquisa Sem Animais
(Doerenkamp-Zbinden Foundation for Animal-Free Research, Alemanha), a
Plataforma de Consenso Europeu para as Alternativas (European Consensus
Platform for Alternatives) e o Centro de Conhecimento Holandés em Alternativas ao

Uso de Animais (Netherlands Knowledge Centre on Alternatives to Animal Use).

1.9 Processo de validacéao

A validacdo deve ser considerada quando se desenvolve ou modifica
metodologias validadas. A literatura dispde de varios estudos que relatam a
validacdo de métodos para determinacdo da poténcia (HENDRIKSEN, 1995; de
KAPPELLE, et.al., 1997; van der ARK et. al., 2000; KRAMER et. al., 2013), descreve
as abordagens para o projeto de validacdo, critérios de aceitagdo, andlise e
interpretacdo dos dados e, até mesmo, o monitoramento do desempenho pelo CQ
(BRASIL, 2003; ORGANISATION, 2005; INTERNATIONAL CONFERENCE, 2005a;
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FOOD AND DRUG, 2015; COUNCIL, 2016; UNITED THE UNITED, 2017a,b,c,d;
STATES, D., 2017). O ICH Q2 (R1) é considerado a referéncia primaria para
recomendacdes e definicdbes sobre caracteristicas de validacdo de procedimentos
analiticos para produtos farmacéuticos de uso humano. Tipicamente, sdo avaliados
exatiddo, precisdo (repetibilidade e precisao intermediaria), especificidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, linearidade e intervalo (INTERNATIONAL
CONFERENCE, 2005a).

Na legislacdo brasileira, a validacdo de métodos alternativos envolve os
estagios de desenvolvimento, pré-validagdo, validacdo e revisdo por especialistas,
em conformidade com os procedimentos realizados por Centros para Validacéo de
Métodos Alternativos ou por estudos colaborativos internacionais. O método é
considerado validado quando a confiabilidade e relevancia para certo propésito
foram determinadas (BRASIL, 2014b).

As fases até a adocao do ensaio iniciam com a pré-validacao que consiste de
uma avaliacao inicial, visando o ajuste, otimizacdo e padronizacdo do protocolo e
dos procedimentos operacionais. Nesta fase, sdo obtidos dados preliminares de
confiabilidade e relevancia que irdo justificar o estudo de validagdo formal ou a
validacao propriamente dita. O processo de validacao € composto de duas fases que
podem ser divididas em trés etapas (ORGANISATION, 2005). No Quadro 1
observam-se as fases da validacao e etapas do desenvolvimento de ensaios.

No desenho do estudo, os procedimentos do ensaio candidato sdo descritos
de forma a permitir que se reproduzam as condi¢des necessarias e se obtenha
resultados dentro dos critérios de aceitacdo propostos. As informacfes essenciais
na descricdo incluem o principio do teste, tipo de amostra, equipamentos e padrbes
utilizados no método (FOOD AND DRUG, 2015).

A pré-validacdo compreende a comparacdo do ensaio candidato com o
tradicional, para posteriormente avaliar sua transferibilidade. Consiste em
demonstrar a confiabilidade pela precisdo do ensaio, calculada por meio da
variabilidade interensaios (precisdo intra e entre ensaios). Para demonstrar a
relevancia, as amostras sdo analisadas, comparando os resultados entre 0s ensaios
em animais e o alternativo, a sensibilidade ou concordancia e, principalmente, a
capacidade para diferenciar lotes potentes de subpotentes, o que determina se o
método pode ser considerado relevante (ORGANISATION, 2005).
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Na implementagédo do ensaio, sdo discutidas as informagbes sobre os
fundamentos cientificos, o desenvolvimento e o processo de validacdo. A execucdo
pratica do ensaio enfatiza as instru¢des sobre os protocolos e a interpretacdo dos
dados. Neste momento, a industria e as agéncias reguladoras aceleram a execucao
e aceitacdo global. Além disso, verificam a utilidade e as limitagdes do novo método.
Para a avaliacdo preliminar da transferibilidade, devem ser identificados os pontos
criticos no desenvolvimento do ensaio candidato (ORGANISATION, 2005).

Quadro 1 - Fases da validacao e etapas do desenvolvimento de ensaios de poténcia

Partes Fases Etapas do Especificacéo
desenvolvimento
Definicdo das caracteristicas do
ensaio. Descricdo e
Desenho fundamentacdo da proposta de
validacéo - Fundamentagéo
regulatéria
I Pré-validagao Confiabilidade - Precisao (variacéo
intra e interlaboratorial,
Desenvolvimento e repetibilidade e reprodutibilidade)
Refinamento Relevancia (Exatidédo -
Sensibilidade e Especificidade) -
avaliacdo do desempenho
Determinar Confiabilidade e
! Relevancia
Consideracdes sobre bem-estar
animal (Reducdo, Refinamento e
Substituicdo)
Validacéo Qualificacédo do ensaio Consideragdes préticas (avaliacao
critica dos pontos fortes e
limitacBes do ensaio)
Consideracdes sobre Qualidade
(processo de implantagdo do
ensaio)

Fonte: (Adaptado de ORGANISATION, 2005 e BIOLOGICAL STANDARDISATION PROGRAMME,
2018).

O desenvolvimento do Ensaio sorolégico (ES) para a avaliagdo da poténcia
de VacRab trara uma importante contribuicdo para os elevados padrdes de eficacia,

qualidade e seguranca exigidos para os produtos bioldgicos utilizados no Brasil e em
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todo o mundo na prevencdo e no diagnostico da Raiva. Possui ainda aplicacdes
importantes na padronizacdo de materiais de referéncia e diagnosticos, com
implicacdes na Saude Publica e na Vigilancia Sanitaria. A proposta desta pesquisa é
aplicar, na pratica, o conceito dos 3R no ensaio de poténcia de NIH, o Unico aceito

para a liberacao de lotes de VacRab de uso humano.
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2 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um Ensaio Sorolégico para a determinacdo da poténcia de

Vacinas Contra Raiva de Uso Humano em consonéancia com os principios dos 3R.

2.1 Objetivos especificos

a) Realizar um levantamento de amostras de vacinas e a estimativa de animais
de laboratério utilizados no controle oficial no periodo de 2000 a 2017 no INCQS e
perspectivas da diminuicdo no Ensaio soroldgico.

b) Padronizar o ensaio sorolégico para avaliacdo da poténcia de vacinas contra
Raiva de uso humano, elaborando um Procedimento Operacional Padrdo do Ensaio;
C) Pré-validar o ensaio soroldgico para a determinacdo da poténcia de vacinas
contra Raiva de uso humano, demonstrando a sua Relevancia e a Confiabilidade;

d) Avaliar o menor teor de Glicoproteina G viral capaz de induzir uma resposta
adequada de anticorpos neutralizantes em camundongos;

e) Avaliar a correlacdo do menor teor de Glicoproteina em vacinas contra Raiva

com o titulo de anticorpos neutralizantes produzidos em camundongos.
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3 METODOLOGIA

A execucdao da tese foi dividida em trés etapas. Na primeira, foram realizados
o levantamento e a selecdo das amostras de vacinas. A segunda etapa
compreendeu o desenvolvimento do ES para a determinacdo da poténcia de
VacRab de uso humano e sua comparagdao com o EPNIH (Apéndice A). Na terceira
etapa, foi procedida a analise estatistica e a pré-validacdo do ES. Finalizando com a

verificacdo do limite inferior de imunogenicidade da GLPTN viral no ES (Fig. 1).

Figura 1 - Fluxograma da sistematizacdo da metodologia de pré-validacdo do Ensaio

Soroldgico.

- Levantamento e selecio das amostras

+ 8 lotes de VACINA RAIVA (INATIVADA)

* 5 lotes - tratamento térmico para obtencdo de amostras
subpotentes

- Desenvolvimento do Ensaio sorolégico (ES)
» Avaliacao do esquemavacinal

* Ensaio de poténcia NIH
* Ensaio de poténcia Sorologico

+ Analise estatistica e pré-validagao do ES
« Demonstracdo da Relevancia

» Avaliagcdo da Confiabilidade
» Verificacao do limite inferior de imunogenicidade

Fonte: Do autor, 2018.

3.1 Vacinas

3.1.1 Vacinas teste

Foi realizado um levantamento dos lotes de VacRab recebidos para controle
oficial no Laboratério de Vacinas Virais — Raiva (LVV) do Departamento de
Imunologia (DI) do INCQS/FIOCRUZ, no periodo de 2000 a 2017.

A vacina raiva (inativada) utilizada neste estudo é indicada na prevencao da
raiva para uso adulto e pediatrico. O produto € apresentado em cartuchos contendo
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uma dose em um frasco de po liofilizado e uma seringa com 0,5 mL de diluente ou
cartucho contendo cinco frascos de uma dose e cinco ampolas com 0,5 mL de
diluente para suspenséo injetavel. E produzida em células Vero — PVCYV, utilizando a
cepa Wistar PM/WI138 1503-3M de virus da Raiva, inativado pela betapropriolactona.
A poténcia minima requerida € de 2,5 Ul/ dose mensurada pelo teste NIH em
camundongos (Sanofi Pasteur SA - Franca/ Instituto Butantan — Brasil) (SANOFI,
2018).

Foram selecionados oito lotes que haviam sido aprovados na rotina
laboratorial entre 2015 e 2017, a fim de se obter amostras dentro do prazo de
validade do produto para a realizacdo dos experimentos. As vacinas foram
codificadas com as letras de A a H. ApGs a reconstituicdo e descanso por cinco
minutos, a temperatura ambiente, cinco lotes (A, B, D, E e H) foram submetidos a
tratamento térmico 52° +1°C for 48h +10 min para obtencao de vacinas subpotentes.

A fim de reduzir o nimero de animais utilizados, em trés lotes foram
considerados os resultados do EPNIH do produtor. Os cinco lotes subpotentes foram
submetidos ao EPNIH no INCQS (Quadro 2).

Quadro 2 - Amostras de Vacinas Contra Raiva analisadas por ensaio.

" Poténcia (Ul/ dose)
Amostra Fabricante PAntaIIST
rotocolo INCQS  Fabricante
Vac A* 15,0 4,2
Vac B* 19,0 14,4
Vac C 8,0 4.8
Vac D* Sanofi Pasteur S.A. nr 8,7
Conforme
Vac E* nr 6,8
Vac F >2.5 17,6
Vac G nr 4.4
Vac H* Aventis Pasteur S.A. 12,3 15,0

nr — nao realizado. *Lotes selecionados para obtencdo de vacinas subpotentes.
Fonte: Do autor, 2018.
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3.1.2 Vacina de referéncia (VacRef)

A Referéncia Nacional de Vacina contra Raiva lote BR014 (VacRef) € o
mesmo produto das vacinas teste, com a mesma cepa do virus da raiva, e foi
fabricada em outubro de 2009 pela Sanofi Pasteur S.A. (Franca). A vacina de cultivo
celular € apresentada em frascos uni-dose, produzida em células Vero utilizando a
cepa Pitman Moore de virus da Raiva inativado pela betapropriolactona e liofilizado.
Certificada segundo OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006), pela
Fiocruz/INCQS, frente ao 6° padrao internacional fornecido pelo National Institute of
Biological Standards and Control (NIBSC, UK). O titulo de 9,0 Ul por frasco foi
atribuido a esta VacRef (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DA QUALIDADE
EM SAUDE, 2016).

3.2 Animais de laborat6rio

Foram utilizados camundongos da linhagem n&o consanguinea Swiss
Webster; machos e fémeas, com idade de trés a quatro semanas, pesando 10 a
15g, provenientes do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
(ICTB)/Fiocruz. Os animais foram separados por género, alojados em gaiolas
apropriadas com &agua e racdo ad libitum, mantidos sob temperatura e umidade
controladas (22 +1° C, cerca de 50% de umidade relativa e fotoperiodo 12:12 h), no
Servigo de Animais de Laboratério do Departamento de Farmacologia e Toxicologia
do INCQS.

No ES, as amostras de vacina foram testadas em trés diluicbes, cada uma
delas aplicada a um grupo de cinco animais diferentes dos utilizados no NIH. No
EPNIH, as mesmas amostras foram testadas também com trés diluicées, em grupo
de oito animais em duplicata, totalizando 16 animais por diluicdo. Trinta
camundongos foram divididos em trés grupos de 10 animais para a titulacdo de virus
trabalho no EPNIH.

Na comparacdo da imunogenicidade pelo ES com o teor de GLPTN, foram
realisados trés ensaios adicionais com trés grupos de 10 animais que foram
submetidos a trés tratamentos diferentes com um mesmo lote de vacina. Os
resultados foram reunidos aos demais e, entdo, comparados com 0s obtidos no

ensaio de Elisa para o teor de GLPTN viral.
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Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
FIOCRUZ, licenga LW-17/16 (ANEXO 1).

3.3 Ensaio de poténcia de NIH (EPNIH)

Os lotes selecionados foram testados pelo EPNIH como descrito na
Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA, 2010a).

3.3.1 Cepa viral de desafio

A cepa CVS-31 (Challenge Virus Standard) foi obtida no LVV - Raiva/DI-
FIOCRUZ, virus da Raiva fixo semente nacional, CVS 31/3#2, lote BR010, origem
Instituto Panamericano de Proteccion de Alimentos y Zoonosis (Buenos
Aires/Argentina). As ampolas de suspenséao viral liofilizadas a 20%, foram mantidas
a -70° £1° C, contendo DLso de 107 em 0,03 mL por via ic em camundongos, padrdo
estabelecido em 10 de agosto de 2004. O virus semente foi utilizado para a
producéo do lote trabalho VT15, produzido a partir de cérebro de camundongos. A
suspensao de cérebro a 20% foi separada em aliquotas de 500 pL e os criotubos
mantidos a -70° +1° C, contendo DLso de 10%’ em 0,03 mL por via ic em
camundongos, padréo estabelecido em outubro de 2014 (INSTITUTO NACIONAL
DE CONTROLE DA QUALIDADE EM SAUDE, 2017b).

3.3.2 Imunizacao e desafio

Os camundongos foram imunizados com uma das trés diluicbes seriadas
(fator g=5) das vacinas teste (1/25, 1/125 e 1/625) ou de referéncia (1/50, 1/250 e
1/1250), pela via ip com 0,5 mL de vacinanos dias O e 7.

No 14° dia foi realizado o desafio com 32 DLsp em 0,03 mL, ic. Os animais
foram anestesiados com uma associacao de cetamina (150 mg/ Kg) com xilazina (10
mg/ Kg). Paralelamente, foram inoculados com a diluicdo de virus de desafio e mais
duas diluicdes decimais realizadas a partir desta nos subgrupos de 10 animais. Estes
grupos possibilitam o calculo da DLso do virus trabalho e a verificagdo deste critério
de aceitacdo do ensaio. Os animais foram observados por 14 dias e quando

desenvolveram sinais clinicos de Raiva foram submetidos a eutanasia com
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pentobarbital apds anestesia com a associacdo de cetamina com xilazina (assim
como o0s sobreviventes ao final da prova). Registrou-se o numero de mortos e
sobreviventes para o calculo das DEsp das vacinas teste e de referéncia, assim como
da DLso do virus de desafio (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DA
QUALIDADE EM SAUDE, 2017a). Os resultados do EPNIH obtidos na rotina de
controle de vacinas no INCQS e pelo laboratorio produtor, foram aproveitados

sempre que possivel.

3.3.3 Avaliacdo do esquema vacinal

O esquema vacinal utilizado no ensaio tradicional (EPNIH) foi avaliado a fim
de verificar a possibilidade de melhoria no ES. Foi realizado um experimento com
quatro vacinas por ensaio (VacRef e trés vacinas teste), totalizando trés lotes
avaliados com uma e duas doses (Vacinas A, B e C). Cada grupo de animais foi
imunizado com uma das trés diluicbes seriadas (fator q=5) das vacinas teste (1/25,
1/125 e 1/625) ou VacRef (1/50, 1/250 e 1/1250). As imuniza¢des por via ip com 0,5
mL de vacina foram realizadas nos dias O (grupos de uma dose) e 0 e 7 (grupos de
duas doses). No dia 14 ap6s a imunizacao, foi procedido o desafio ic e demais
passos do EPNIH conforme descrito no item 3.3.2.

3.4 Ensaio soroldgico para poténcia de vacinas contra raiva de uso humano
(ES)

No ES para determinacdo da poténcia de VacRab de uso humano, os soros
foram titulados pelo Teste de inibicdo de focos fluorescentes modificado para
microplaca de 96 pogos (RFFITm), comparando os valores das unidades de
diluicbes equivalentes das vacinas teste e de referéncia, com a poténcia relativa
determinada no EPNIH. Também foi desenvolvido o protocolo do ES, editado em
formato de procedimento operacional padrdo (POP), com a descricdo dos
procedimentos aplicados ao CQ de amostras de lotes de VacRab que consistam de
preparacdes contendo virus da raiva fixo inativado. Os animais vacinados e

sangrados no ES foram de grupos diferentes daqueles utilizados no EPNIH.
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3.4.1 Titulacdo de anticorpos pelo teste de inibicdo de focos fluorescentes
modificado

Para a determinacao in vitro do titulo de AN contra Raiva, 0os soros foram

avaliados pelo RFFITm como descrito por MOURA e colaboradores (2008).

3.4.1.1 Cultura de células

Utilizou-se células BHK-21 clone 13 [C-13] de linhagem certificada (CCL —
certified cell line - 10) de rim de hamster neonato (baby hamster kidney), obtidas da
colecdo americana de culturas e depdésitos (ATCC - Manassas, EUA). As células
foram mantidas, em sistema de lote semente, pelo Setor de Cultura de Células do
LVV — Células/ DI-FIOCRUZ, estocadas em criotubos de 2,0 mL, conservadas por
criopreservacdo em nitrogénio liquido (-196° C). No momento da utilizagdo, as
células foram descongeladas a 37° C e cultivadas em garrafas de poliestireno de 25
cm? ou 75 cm? em meio essencial minimo de Dulbecco, suplementado com
penicilina 50 Ul/ mL e estreptomicina 0,05 mg/ mL, anfotericina B 0,42 mg/ L,
glutamina 0,3 mg/ mL e 10% de soro fetal bovino. Ap6és o descongelamento, as
células foram utilizadas por até 30 passagens.

3.4.1.2 Cepa viral

A cepa CVS-11 de virus da Raiva fixo utilizada no RFFITm foi obtida do LVV —
Raiva/Dl, lote VT05 (CVS-11; origem ATCC VR 959), doada pelo Instituto Butantan
(Séo Paulo). Mantida criopreservada a -70° £1° C, contendo suspensao viral com
dose infecciosa para cultura de células 50% de 10% 0,05 mL, estabelecido em julho
de 2017 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DA QUALIDADE EM SAUDE,
2017b).

3.4.1.3 Soro de referéncia internacional (SR)
Foi empregada a imunoglobulina antirrabica humana, 2° padréo de referéncia

internacional (2" International WHO Standard - antirabies immunoglobulin, human).

A preparacao liofilizada de imunoglobulina contém 30 Ul de anticorpos contra o virus
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da raiva por ampola (NIBSC, Potters Bar, Hertfordshire, Reino Unido). Uma ampola
foi reconstituida a 2 Ul/ mL e a partir desta diluicdo, o contetdo foi diluido até 1/4

para ser distribuido em aliquotas de 270 pL, mantidas a -70° +1° C.

3.4.1.4 Soro controle negativo

O soro controle negativo (SN) foi obtido a partir de camundongos nhao

vacinados.

3.4.1.5 Obtencéo de amostras de sangue

No dia 14 apdés a imunizacdo, amostras de sangue foram retiradas sob
anestesia com uma associacdo de cetamina (150 mg/ Kg) e xilazina (10 mg/ Kg) ip
(MASSONE, 2011). A sangria foi realizada por puncéo cardiaca e apos a retracao do
coagulo, mantendo-se entre 4° e 8° C over nigth, o soro foi obtido centrifugando a
200 g por 15 £1 minuto. Depois de separados, os soros foram inativados a 56 +1° C
por 30 £1 minuto e mantidos a temperatura de -20 +1° C até serem testados

individualmente para a determinacéo dos titulos de AN pelo RFFITm.

3.4.1.6 Teste de inibicdo de focos fluorescentes modificado (RFFITm)

Foram utilizadas microplacas de fundo plano de 96 pocos para cultivo celular
(Falcon, 353072). O SR, pré-diluido a 1,0 Ul/ mL, foi serialmente diluido em
triplicatas, fator q=2 e testado de 1/16 até 1/128. Os soros teste (ST) foram
distribuidos e diluidos fator q=2, sendo titulados nas diluicbes de 1/4 a 1/32 nas
placas, em duplicata. A suspensédo de VT diluida para conter 200 doses formadoras
de focos fluorescentes 50% (DFFso) iniciais foi distribuida nos pocos de SR, SN, ST
e de controle de virus. Este ultimo foi serialmente diluido fator g=10, distribuido em
triplicatas e testado nas diluicdes de 102 a 10-°. Dois pocos foram utilizados para o

controle negativo e, outros dois, para o controle de células (Quadro 3).
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Quadro 3 - Esquema de diluicbes do Soro Referéncia, soros teste, soro controle
negativo e suspensao viral.

) DiluicBes o
Produto Poténcia (Ul/ mL) _ — Réplicas
Primeira Ultima
Soro de Referéncia 1,0 1/16 1/128 3
Soros Teste ? 1/4 1/32 2
Soro controle
. 0,0 1/4 1/8 2
negativo
Suspenséo Viral 200 DFFso™ 10 10° 3

*Desconhecida. **Dose formadora de focos fluorescentes 50%.
Fonte: Do autor, 2018.

As placas foram incubadas a 36,5° +0,5° C em estufa umidificada com
atmosfera de 5% de CO:2 por 90 minutos. Apés esse tempo, 100 pL da suspensao
de células BHK-21 foi adicionada, ajustada para a concentracdo de 3,5x10° células/

mL, e as placas novamente incubadas a 36,5° + 0,5° C por 22 horas.

3.4.1.7 Teste de imunofluorescéncia direta (IFD)

ApOs a incubacdo, foi realizado o IFD em microscépio invertido de
imunofluorescéncia Nikon Eclipse TS100, com objetiva 20x fluorita LWD 20x/0,40
Ph1 ADL «/1,2 WD 3,1 e, quando foi necessério, objetiva de 40x LWD 40x/0,55
«/1,2 WD2,1. Foi empregado um conjugado comercial (Liquid Rabies
Antinucleocapsid Conjugate - Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, Franca). A
monocamada de células foi previamente fixada em acetona gelada diluida a 80%
com &gua destilada (v/v), por 15 minutos e as placas secas ao ar. Em cada poco
foram entdo adicionados 40 pL de conjugado na diluicdo trabalho (1/20), as placas
incubadas a 36,5 +0,5° C por 30 + 1 minuto. Apds a lavagem com PBS pH 8,1, foi
realizado o exame ao microscopio, magnitude de aumento de 200x.

Na leitura das placas, foram contados oito campos por poc¢o anotando, 0s
resultados expressos em numero de campos positivos por campos lidos (escore). O

titulo de AN dos ST foi calculado ao final da prova pelo método dos probitos e
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expresso em Ul/ mL. No ST, onde ndo foi alcangada a neutralizacdo total, foi
utilizada uma projecéo? do titulo de AN como descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo de soros com neutralizacao total no RFFITm e projecéo
dos titulos de anticorpos neutralizantes.

Ultima diluic&o Campos fluorescentes /lidos  Projecgao de titulos (Ul/ mL)

Resposta minima 1/4 718 0,07
1/4 0/8 0,12

1/8 0/8 0,25

1/16 0/8 0,5

1/32 0/8 1,0

1/64 0/8 2,0

1/128 0/8 4,0

Fonte: Do autor, 2018.

3.4.2 Determinacao da poténcia relativa no Ensaio soroldgico

As estimativas das poténcias relativas das vacinas foram determinadas no ES
com trés abordagens de calculo. Na primeira, foi considerado o cut-off 20,5 Ul/ mL
como titulo minimo de soroconversdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005),
agui denominada como abordagem OMS (ab-OMS); na segunda, foi utilizado um
modelo de linhas paralelas com o titulo absoluto de AN em Ul/ mL de cada
camundongo (ab-TAN); na terceira, o cut-off 20,12 Ul/ mL (MANNING et al, 2008),
denominada como abordagem do Advisory Committee on Immunization Practices -
ACIP (ab-ACIP). A poténcia minima requerida foi 22,5 Ul/ dose.

Foi simulada a aplicacdo de um ensaio sorolégico qualitativo em Unica

diluicdo das vacinas, que foi denominado ensaio sorolégico em diluicdo Unica (ES-

1 O Comité Consultivo em Praticas de Imunizacdes (Advisory Committee on Immunization Practices -
ACIP) dos Estados Unidos recomenda a utilizagdo de um nivel definido como neutralizagao
completa do virus na diluicdo de 1/5 no RFFITm como um indicador de uma resposta imunoldgica
humoral adaptativa adequada a vacinagcao (MANNING et al., 2008). A OMS é mais conservadora e
recomenda que a resposta deve ser de pelo menos 05 U/ mL (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2005) o que corresponde a neutralizacdo na diluicAo de 1/25. No teste de
coeréncia desses pardmetros no CombiStats, a neutralizagdo na diluicdo 1/5 equivale a
neutralizacdo completa na diluicdo ¥ e titulo de 0,12 Ul/ mL, com uma DEso de 1/5,6. A
neutralizacdo completa em 1/16, com escore de oito campos positivos em oito lidos na diluicao 1/32
equivale a DEso 1/22,62 e titulo de 0,5 Ul/ mL.
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DU). Neste ensaio, foram avaliadas a primeira e a segunda diluicdo das vacinas

teste contra as mesmas diluigcdes da VacRef, verificando o desempenho do ES-DU.

3.5 Pré-validacéo do ensaio sorologico para poténcia de vacinas contra raiva

3.5.1 Demonstragéo da Relevancia

Uma andlise estatistica foi realizada para examinar o desempenho do ensaio
demonstrando sua Relevancia (Exatiddo), sua Confiabilidade (Precisdo) em relagao
ao EPNIH e, principalmente, a capacidade para diferenciar lotes potentes de lotes
subpotentes. Para demonstrar a Relevancia do ES, cinco lotes foram analisados
comparando os resultados com o EPNIH obtidos para as VacRef e vacinas teste.
Paralelamente, amostras dessas vacinas foram submetidas a tratamento térmico.
Cinco lotes subpotentes foram submetidos ao EPNIH e seis ao ES (Quadro 4).

Para o método ser considerado relevante, deve ser capaz de discriminar lotes
potentes e subpotentes, ou seja, apresentar concordancia com os resultados do
EPNIH.

Quadro 4 - Desenho experimental para demonstrar a Relevancia do ES.

Ensaios

integra Tratamento térmico?

EPNIH? ESS EPNIH ES

(o8]
(o8]

C C
Vacinas
D nr D
E E
H nr H
Total 6 5 5 6

152 +£1°C por 48h £10 min. 2Ensaio de poténcia de NIH. 3Ensaio Soroldgico. nr — néo realizado.
Fonte: Do autor, 2018.
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3.5.2 Avaliacdo da Confiabilidade do ES

A Confiabilidade foi demonstrada pela Precisdo e nesta avaliacdo foi
calculada a variabilidade interensaios por meio da variancia da DEso da VacRef

obtida pelos soros titulados no RFFITm.

3.6 Verificacao do limite inferior de imunogenicidade da glicoproteina viral

Para avaliar o limite de imunogenicidade da GLPTN, o teor deste antigeno foi
determinado nas amostras de vacina pelo Laboratério de Desenvolvimento Analitico
e Estabilidade do Instituto Butantan (Sao Paulo, SP), utilizando o kit D1 do Instituto

Pasteur (Paris, Franca).

3.6.1 Determinacgéo do teor de glicoproteina g no ensaio imunoenzimatico (Elisa - do

inglés Enzyme-linked immunosorbent assay)

O teor de GLPTN foi determinado pelo laboratério colaborador que utilizou
seu proprio protocolo interno de Elisa, aplicando o anticorpo monoclonal D1 murino
(ANm-D1) (JALLET et al, 1999) tanto para o revestimento da placa como para a
deteccado de virus (PERRIN et al, 1996). O isotipo ANm-D1 IgG1 reconhece o sitio
antigénico Il (envolvido na inducédo de AN do virus) da GLPTN nativa. A GLPTN das
vacinas foi quantificada contra dois padrdes de referéncia: padrdo do kit Intituto
Pasteur D1 (GLPTN 1.000 ng/ mL) e a vacina BR0O13 INCQS (GLPTN 9,53 UI/ mL)
(FOURNIER-CARUANA et al, 2003). As concentracdes de GLPTN em cada diluicao
foram calculadas a partir de extrapolacfes obtidas do total de GLPTN determinado
pelas formula¢des néo diluidas, considerando o fator de diluicdo.

Para estimar a concentracdo minima de antigeno capaz de induzir reposta
imunolégica adequada (20,5Ul/ mL), um estudo adicional foi conduzido com a
finalidade de obter amostras de soro de camundongos imunizados com trés vacinas
(Vac E-G) de poténcia e teor de GLPTN conhecidos, objetivando atingir niveis
minimos de GLPTN e exaurir a resposta imune (Quadro 5).
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Quadro 5 - Desenho experimental para avaliacdo do limite inferior de
imunogenicidade.
] o]
Namero de Ensaio Doses 1‘.1 Animais/Diluicao Tot.al d.e
amostras Dia Animais
ES? S3 10 30
3 2
EPNIH?2 D* 16 48

1Ensaio Sorolégico. 2Ensaio de poténcia de NIH. 3Sangria. “Desafio intracerebral.
Fonte: Do autor, 2018.

Trés grupos de 10 animais foram submetidos ao esquema vacinal de pré-
exposicao, com duas doses (dias 0 e 7), por via ip, como descrito no item 3.3.2. Trés
lotes de vacina foram diluidos a partir da DEso, determinada no EPNIH e obtidas trés
diluicdes seriadas (fator g= 5) das vacinas teste. No Grupo 1, a vacina utilizada foi
preparada na diluicdo da DEso. No Grupo 2, foi ajustada para DEso/5 por dose e no

terceiro grupo, diluida DEso/25 (Quadro 6).

Quadro 6 - Esquema de diluicdo e concentracao de Glicoproteina de trés lotes
de vacina antirrabica.

Teor de DEso determinada no EPNIH*
Vacina Glicoproteina
(Ul mL)
Log DEso DEso DEso/5 DEs=o/25
E 7.4 -2,392 1/250 1/1250 1/6250
F 8,2 -3,024 1/1100 1/5500 1/27500
G 8,8 -2,298 1/200 1/1000 1/5000

*Ensaio de poténcia de NIH.
Fonte: Do autor, 2018.

Apoés as imunizagdes, o sangue foi coletado no dia 14 conforme descricdo no
item 3.4.1.4. Os soros foram titulados para determinag¢do dos titulos de AN pelo
RFFITm (item 3.4.1).

A média de AN obtidas por diluicdo de cada vacina em todos os ES realizados
no estudo foi expressa em relacdo ao teor de GLPTN em ng/ mL e em Ul/ mL. Os
dados foram ordenados em ordem crescente pela média do titulo de AN e foi
identificada a menor concentragao capaz de induzir resposta adequada de AN (20,5
Ul/ mL).
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3.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram comparados para verificar a concordancia entre
os tratamentos. A Sensibilidade e a Especificidade do ES foram avaliadas para
determinar o grau de similaridade entre métodos. Para a analise estatistica, foram
utilizados os Softwares Microsoft® Excel, Medicalc®, GraphPrism® e CombiStats®.
Quando necessario o0s resultados de poténcia foram submetidos a uma
transformacao logaritmica para melhorar o ajuste a distribuicdo normal.

A Relevancia e a Confiabilidade do ES foram analisadas em relacdo ao
EPNIH. A Relevancia foi determinada pela Sensibilidade e Especificidade (Exatidao),
por meio da categorizacdo binaria dos resultados (conforme e ndo conforme) e
construcdo de tabelas de contingéncia, possibilitanto avaliar o desempenho do ES.

A distribuicdo normal dos resultados foi avaliada pelo teste de normalidade
Omnibus D'Agostino & Pearson (MIOT, 2017). A similaridade das poténcias
correspondentes entre os ensaios Soroldgico e de NIH foram estimadas por meio
dos testes t de Student para amostras pareadas, analise de variancia (ANOVA),
regressao linear simples, correlacdo, determinacdo do coeficiente de Cohen Kappa,
coeficiente de concordancia de correlacdo de Lin (pc) e os intervalos de confianca
(1C).

No estudo de Relevancia do ES, o teste t de Student, ANOVA, correlacao de
Pearson, Sensibilidade, Especificidade, Exatiddo, Valores preditivo positivo e
negativo (VPP e VPN) foram aplicados para descrever o desempenho do ES. O
indice de concordancia de Cohen Kappa avaliou a concordancia entre os testes e,
principalmente, a capacidade de diferenciar lotes potentes de subpotentes. O teste C
Cochran foi realizado para determinar a homogeneidade das variancias.

Confiabilidade foi demonstrada pela Precisdo (Repetibilidade) e foi
determinada calculando as variancias intra e interensaio dos titulos de AN da
VacRef por diluicdo, apos transformacédo logaritmica, em trés corridas de RFFITm.
Coeficientes geométricos de variacao intra e interensaios (gCV%) foram obtidos. A
Precisdo do ES também foi demonstrada comparando com as poténcias obtidas no
NIH pelo pc e IC 95%.

Os resultados foram avaliados calculando-se o grau de correlagdo por meio
de regressao linear simples e coeficiente de correlagdo de Pearson, a fim de

determinar o grau de associacdo entre os dados e sua significancia. A menor
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concentracdo de GLPTN foi determinada pela inspecédo visual dos resultados
reordenados em ordem crescente, expressa em concentracdo de GLPTN em ng e
Ul/ mL a partir das quais foi obtido um titulo de AN adequado, com base no cutoff
adotado. Para analise estatistica, foram utilizados os softwares Microsoft® Excel,
GraphPrism®, MediCalc® e CombiStats®. Quando necessario, os resultados da
poténcia foram submetidos a uma transformacgéo logaritmica para melhorar a
distribuicdo normal.

Métodos estatisticos de calculo e critérios de aceitacdo de ensaio foram
aplicados. No EPNIH, os ensaios validos foram aqueles em que a diluicdo de virus
desafio forneceu no minimo 10 DLso/ 0,03 mL via ic em camundongos; e 0s
parametros estatisticos demonstraram inclinacdo significativa na curva dose
resposta, sem desvios de linearidade e paralelismo; as DEso das VacRef e teste que
estiveram situadas entre a menor e a maior dose aplicadas aos animais; a DEso da
VacRef dentro dos limites de confianca de 99%; e o limite inferior de confianca da
poténcia estimada foi maior que 0,62 Ul/dose (25% de 2,5 Ul/dose) (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DA QUALIDADE EM SAUDE, 2017a).

Para o RFFITm, foi considerado valido o ensaio que a andlise estatistica
demonstrou uma inclinacdo significativa na curva dose resposta e que nao existiu
desvios significativos de linearidade e de paralelismo. Quando houve desvios de
paralelismo, foi avaliada a equivaléncia de inclina¢des, comparando-se 0s intervalos
de confianca obtidos para a diferenca e a raz&o entre as inclinacdes do padréao e das
amostras. Além disso, se o intervalo de confianca obtido para a diferenca
compreendeu o valor O (zero) e o intervalo de confianca para a razao entre as
inclinacdes o valor 1 (um), as inclinacdes foram entdo consideradas equivalentes e o
paralelismo conforme. Também foram avaliados os controles ndo infectados
(controle de células), apresentando pelo menos uma monocamada semiconfluente
em cada poco; o titulo do virus trabalho entre 30 e 300 DFFso. As Doses inibidoras
de focos fluorescentes 50% (DIFFso) das imunoglobulinas de referéncia e teste que
estavam situadas entre a menor e a maior dose utilizadas no ensaio; e a DIFFso
obtida para a imunoglobulina de referéncia que permaneceu dentro dos limites de
confiangca de 99%, foram consideradas conformes (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DA QUALIDADE EM SAUDE, 2017c).
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4 RESULTADOS

4.1 Levantamento de amostras de vacinas e estimativa de animais utilizados

Na década dos anos 2000 e nos ultimos oito anos, foram analisados 522 lotes
de vacina contra Raiva de uso humano no INCQS, uma média de 28 lotes por ano.
Ocorreu uma queda no numero de lotes analisados no periodo observado em
relacdo a “Era Fuenzalida™ (1974 a 1999), decorrente da mudanca para um produto
com numero maior de ampolas envasadas por lote. O quantitativo estimado de
animais utilizados nos ensaios de atividade para o controle da vacina foi bastante
consideravel, totalizando 26.250 camundongos. A média anual foi de 1.458 animais
utilizados nos ensaios de poténcia. Caso esses lotes fossem testados pelo Ensaio
sorolégico, seria obtida uma reducdo aproximada de 70,20% no quantitativo de
animais (Tab. 2).

2 Vacina Fuenzalida & Palacios modificada — Foi utilizada nos programas de saude publica no Brasil
até o inicio dos anos 2000. Esta vacina foi desenvolvida no Chile, na década de 1950, por Fuenzalida
e Palacios, e aperfeicoada nos anos seguintes. Eram produzidos cerca de 100 lotes por ano da
vacina em cérebro de camundongos lactentes pelo Instituto Butantan em S&o Paulo e Instituto de
Tecnologia do Parana - TECPAR.
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Tabela 2 - Série histérica do quantitativo de animais utilizados por lote de vacina
analisado e perspectiva da diminui¢cdo no ensaio soroldgico.

Animais Utilizados

Ano Lotes de vacina Estimado Perspectiva
NIH? Ensaio Sorol6gico?
“Era Fuenzalida” >100 5700 1500
2000 87 4698 1305
2001 56 3024 840
2002 37 1998 555
2003 19 1026 285
2004 28 1344 420
2005 19 912 285
2006 25 1200 375
2007 21 1008 315
2008 12 576 180
2009 18 864 270
2010 37 1776 555
2011 30 1440 450
2012 22 1056 330
2013 35 1680 525
2014 9 432 135
2015 17 816 255
2016 22 1056 330
2017 28 1344 420
Total® 522 26.250 7.830
Média 29 (+18) 1458 (+1002) 435 (+272)

LAté 2003 utilizavam-se 54 animais para cada lote (18/diluicdo), apés este ano 48 animais por lote
(16/diluicdo). 2Com o Ensaio sorolégico seriam utilizados 15 animais por lote (cinco/dilui¢cao).
3Excluindo a “Era Fuenzalida”.

Fonte: Do autor, 2018.

A Figura 2 demonstra a tendéncia do numero aproximado de animais
utilizados no EPNIH e a expectativa no ES para o controle dos lotes de vacina contra
raiva no periodo de 18 anos. Ficou demonstrada a forte tendéncia de diminui¢do no

guantitativo de animais no ES.
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Figura 2 - Série Historica de Lotes de Vacina Contra Raiva Humana recebidos
pelo Laboratoério de Vacinas Virais do INCQS — FIOCRUZ, entre 2000 e 2017 e
tendéncia da utilizagdo de animais nos ensaios NIH e sorologico. n= 522.
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Fonte: Do autor, 2018.

4.2 Padronizacdo do ensaio soroldgico para avaliacdo da poténcia de vacinas

contra raiva de uso humano e elaboracéo de procedimento operacional

Como parte da padronizacdo do ES, inicialmente, foi avaliado o esquema de
imunizacdo a ser utilizado no teste e, em funcdo dos resultados obtidos, foi
elaborado o protocolo de ensaio.

4.2.1 Avaliacdo do esquema vacinal

Na avaliacdo do esquema vacinal do EPNIH, foram testados trés lotes com
uma e duas doses de vacina. As trés vacinas testadas apresentaram melhor
desempenho com esquema tradicional utilizando duas doses.

As estimativas de poténcias relativas e o intervalo de confianca IC das trés
amostras foram avaliados frente as calculadas a partir dos ensaios realizados no

laboratoério nacional de controle. Duas foram classificadas como conformes (22,5 Ul/
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dose) pelo requerimento minimo de poténcia segundo a Farmacopeia brasileira
(2010), porém apresentaram poténcias menores que as obtidas com o esquema
vacinal tradicional, Vac A — 15,09 Ul/dose (42,3 — 260,7%) contra 4,21 (24,5 —
406,2%); Vac B - 19,44 Ul/dose (43,0 — 248,2%) contra 7,67 Ul/dose (24,1 —
402,5%). Uma delas foi considerada ndo conforme (<2,5 Ul/ dose) no esquema de
uma dose, Vac C - 8,13 Ul/dose (43,4 — 240,9%) contra 0,84 Ul/dose (15,7 —
407,8%) (Tab. 3).

Tabela 3 - Avaliacdo do esquema vacinal do EPNIH.

Poténcia relativa (Ul/ dose) e Intervalo de Confianga (%)

Vacinas Esquema vacinal
2 1
A 15,09 (42,3 — 260,7) 4,21 (24,5 — 406,2)
B 19,44 (43,0 — 248,2) 7,67 (24,1 — 402,5)
C 8,13 (43,4 — 240,9) 0,84 (15,7 — 407,8)

Intervalo de confianga 95%.
Fonte: Do autor, 2018.

Ao analisar os resultados nos dois esquemas vacinais, 0os IC de 95% obtidos
com uma dose também estavam fora do critério de aceitacdo de ensaios que indica

que o IC da poténcia estimada deve estar entre 25 e 400% (Fig. 3).
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Figura 3 - (1) Intervalos de confianga (IC) e limites superior (LSC) e inferior (LIC) de
95% de confianca da poténcia relativa no ensaio EPNIH no esquema de duas e (2)
uma dose de vacina contra raiva humana.

@) )

IC 95%
IC 95%

Fonte: Do autor, 2018.

O grau de concordancia entre os EPNIH com uma e duas doses de vacina
também foi calculado contra a poténcia declarada pelo produtor. Foi considerada a
categorizagdo “conforme” para as amostras que apresentaram poténcia = 2,5 Ul/
dose e “ndo conforme” para aquelas com poténcia < 2,5 Ul/ dose. No esquema de
duas doses, foi observada uma concordancia de 100%, enquanto que com uma
dose de vacina foi de 67%, devido a uma das vacinas ter apresentado resultado

discordante “ndo conforme” (Tab. 4).

Tabela 4 - Concordancia entre as poténcias relativas no EPNIH entre dois
esquemas vacinais contra a poténcia declarada pelo produtor.

Categorizacdo (Poténcia relativa - Ul/ dose)

Poténcia
Vacinas relatival Esquema vacinal
(Ul/ dose)
Duas doses Uma dose
A 4,20 CONF (15,09) CONF (4,21)
B 14,40 CONF (19,44) CONF (7,67)
C 4,80 CONF (8,13) N CONF (0,84)
Concordancia (%) - 100 67

1poténcia declarada pelo produtor no protocolo de produgéo. CONF - Conforme. N CONF -
N&o conforme.
Fonte: Do autor, 2018.
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Apés esta avaliagdo, o esquema vacinal de duas doses foi escolhido por
apresentar maior concordancia com os resultados do produtor e produzir melhores

IC, garantindo a consecucéo de ensaios validos.

4.2.2 Elaboracdo do procedimento operacional padrdo do ensaio sorologico

Com a adocédo de duas doses para imunizacédo dos animais, foi elaborado um
protocolo de ensaio sorolégico baseado, como ponto de partida, no ensaio NIH para
poténcia de vacinas contra raiva como descrito na Farmacopeia brasileira (BRASIL,
2010a), que foi editado como POP do ES (Apéndice B). Os resultados do estudo
serdo utilizados na melhoria do protocolo do ensaio para uma eventual validacao

futura.

4.2.3 Padronizacdo do Ensaio sorolégico para poténcia de vacinas contra raiva de

uso humano (ES)

Os soros dos camundongos imunizados obtidos com as nove vacinas (cinco
potentes e quatro subpotentes) foram titulados para determinacdo da poténcia
relativa, seguindo o protocolo do POP “Ensaio Sorolégico para Avaliagdo da

Poténcia de Vacinas Contra Raiva”.

4.2.3.1 Titulagdo de anticorpos pelo RFFITm

A Tabela 5 apresenta os titulos de AN contra raiva in vitro, de 344 amostras
de soros de camundongos vacinados. Os soros foram avaliados pelo RFFITm como
descrito por MOURA e colaboradores (2008), em 11 corridas de ensaios, visando a

pré-validacao do ES.
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Tabela 5 - Titulos de anticorpos neutralizantes contra raiva em Ul/mL pelo RFFITm
segundo Ensaio soroldgico.

Ensai Diluicéo 1/25 1/125 1/625 1/25 1/125 1/625 1/50 1/250 1/1250
nsao Animal/Vacina B C BR014
1 2,00 0,15 0,46 1,00 0,28 0,03 1,00 3,85 0,09
2 1,39 0,06 0,21 1,00 1,00 0,32 1,00 0,59 0,00
01/17 3 0,13 0,00 0,25 1,00 1,00 0,00 1,00 1,00 0,03
4 0,16 1,00 0,21 1,00 1,00 0,05 1,00 1,89 0,00
5 0,32 1,00 0,25 0,43 1,00 1,00 0,37 1,00 0,25
Diluicéo 1/25 1/125 1/625 1/25 1/125 1/625 1/50 1/250 1/1250
Animal/Vacina A B BR014
1 0,47 0,21 0,00 1,00 0,03 026 093 0,88 0,31
2 0,71 0,09 0,00 1,00 1,00 026 153 0,88 0,06
3 1,00 0,55 0,00 1,00 0,98 0,25 0,08 0,29 0,18
4 0,33 0,14 0,79 0,95 0,19 0,00 232 0,76 0,46
02/17 5 0,71 0,32 0,00 0,08 1,00 0,25 0,28 0,03 0,25
Diluicéo 1/25 1/125 1/625 1/25 1/125 1/625
Animal/Vacina D E
1 0,00 0,36 0,00 2,32 0,46 0,25
2 1,10 0,03 0,08 2,00 1,18 0,40
3 1,96 2,04 0,00 1,52 1,00 0,17
4 2,00 1,00 0,19 2,00 1,00 0,25
5 2,00 1,92 - 2,44 0,08 0,33
Diluicao 1/25 1/125 1/625 1/25 1/125 1/625 1/50 1/250 1/1250
Animal/Vacina A BR012 BR014
1 0,30 0,06 0,00 0,23 0,00 0,47 1,00 1,96 0,00
01/18 2 0,36 0,00 0,00 0,07 0,24 0,52 4,24 1,00 0,03
3 0,00 0,00 0,08 0,34 0,98 0,10 1,08 1,52 0,02
4 0,06 0,14 0,00 0,53 0,00 0,92 1,00 1,00 0,33
5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,03 1,00 1,00 0,09
Diluigcao 1/25 1/125 1/625 1/25 1/125 1/625 1/50 1/250 1/1250
Animal/Vacina B D BR014
1 0,35 0,05 0,00 0,96 0,00 0,00 026 045 0,68
2 0,09 0,00 0,00 0,17 0,00 0,58 2,00 3,34 1,22
3 0,08 0,00 0,26 0,61 0,47 044 2,00 0,00 0,00
4 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,91 1,00 047
02/18 5 0,26 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,37 1,92
Diluicéo 1/25 1/125  1/625
Animal/Vacina E
1 0,00 0,00 0,56
2 0,28 0,67 0,24
3 1,55 0,00 0,14
4 0,52 0,06 0,13
5 0,10 0,07 0,00




Cont. Tabela 5.

66

Ensaio Diluicao 1/25 1/125 1/625 1/25 1/125 1/625 1/50 1/250 1/1250
Animal/Vacina B C BR014
Diluigcao 1/250 1/1250 1/6250 1/250 1/1250 1/6250
Animal/Vacina E E
1 0,00 0,18 0,07 1,00 0,24 0,10
03/18 2 1,00 0,40 040 2,03 0,25 0,35
3 0,81 0,25 0,78 1,00 0,25 1,20
4 4,24 0,25 083 060 0,25 0,42
5 0,76 0,19 026 092 0,25 1,43
Diluicao 1/200 1/1000 1/5000 1/200 1/1000 1/5000
Animal/Vacina G G
1 2,96 0,40 0,31 1,00 0,25 0,22
04/18 2 1,00 0,13 0,71 5,03 0,25 0,10
3 1,00 0,11 025 022 0,16 0,10
4 0,44 0,25 042 0,42 0,13 0,10
5 0,49 0,09 0,08 1,77 0,11 0,10
Diluicéo 1/25 1/125 1/625 1/50 1/250 1/1250
Animal/Vacina C BR014
1 0,53 0,16 0,21 2,00 1,00 0,25
05/18 2 0,21 0,16 0,21 2,42 1,00 0,25
3 0,14 0,10 0,29 2,00 1,00 0,15
4 0,28 0,15 0,97 0,63 2,28 0,25
5 0,36 0,10 0,07 3,10 1,00 0,25
Diluicao 1/50 1/250 1/1250 1/50 1/250 1/1250
06/18 Vacina BR0O14* BR014**
Pool Soro 6,22 6,70 245 16,96 1,23 0,61
Diluicéo 1100 5500 27500 1100 5500 27500
Animal/Vacina F F
1 0,13 0,07 0,24 0,00 0,16 0,17
07/18 2 0,46 006 022 041 006 046
3 0,08 0,05 0,92 0,36 0,94 0,34
4 0,44 0,31 0,09 0,23 0,05 0,05
S 0,16 0,07 0,07 0,25 0,17 -
Diluicao 1/50 1/250 1/1250 1/50 1/250 1/1250
Vacina BR014* BR014**
08/18
8,21 6,57 0,66 6,29 1,30 1,63
Pools Soro
9,03 3,52 080 4,94 0,54 1,419
Diluicéo 1/50 1/250 1/1250 1/50 1/250 1/1250
09/18 Vacina BR014** BR014**
Pool Soro 5,31 0,78 0,91 3,84 0,86 0,65

Células hachuradas indicam soroconversédo pelo cut-off 20,5 Ul/ mL de anticorpos neutralizantes em
camundongos. Células com texto contornado indicam a soroconversao pelo cut-off 20,12 Ul/ mL de
anticorpos neutralizantes. Vacinas de referéncia do *ES 01/17 e **ES 02/17. n= 344.
Fonte: Do autor, 2018.
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Com os resultados obtidos na titulagdo de anticorpos contra raiva pelo
RFFITm, foram determinadas as estimativas das poténcias relativas das amostras
de vacinas para o ES. Foram utilizadas as trés abordagens: (a) ab-OMS (valor de
corte de soroconversao 20,5 Ul/ mL); (b) ab-TAN (ensaio quantitativo baseado no
titulo de AN em Ul/ mL individual) e (c) ab-ACIP (20,12 Ul/ mL) (Tab. 6 e 7).

Entre as amostras subpotentes obtidas por tratamento térmico, todos os
resultados foram concordantes. Nao foi realizado o EPNIH com a vacina D
subpotente, porém nas trés abordagens de calculo da poténcia relativa no ES os

resultados foram idénticos (Tab. 7).
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Tabela 6 - Poténcias relativas e intervalos de confianca de lotes de vacina obtidos pelos Ensaios soroldgico e NIH contra BR014.

Ensaio sorolégico

Ensaio Poténcia NIH

Vacina ab-OMS? ab-TAN? ab-ACIP3
o 322'2) IC* (%) o %222) IC (%) on %222) IC (%) on 32(;'2) IC (%)

A 3,61 192-5009  192a*  263-3261 1,44+ 0,00 — 4583,6 15,00 42,3 -260,7

B 6,30¢ 20,6 - 515,2 3,61 a* 28,6 —336,1 4,50 0.4 - 274365 19,44 43,0 - 248,2

c 6,62 138-927.2  169b*  18-10623 6,88a 13,0~ 1186,5 8,13 43,4 -240,9

D 6,39 20,6 - 515,2 10,34a 30,1 -393,9 0,95+ 0,0 - 3819,8 8,701 46,0 - 229,7

E 9,46 2125351 17,21¢ 30,7 - 4135 8,18 0,9 - 1,47 6,801 50,0 - 108,5

Abordagens de determinacdo da poténcia: cut-off 20,5 Ul/ mL como titulo minimo de soroconversao; 2titulo de AN em Ul/ mL e 3cut-off 20,12 UI/ mL.
“4Intervalo de confianga. Critérios de validade: inclinagao significativa na curva dose resposta; ndo existir desvios significativos da linearidade e paralelismo;
as DEsp das vacinas de referéncia e teste estarem situadas entre a menor e a maior dose aplicadas aos animais; a DEso obtida para a vacina de referéncia
permaneca dentro dos limites de confianca de 99%, a poténcia 22,5Ul/dose e o limite inferior de confianca da poténcia estimada seja maior que 0,62
Ul/dose (25% de 2,5 Ul/dose). Amostras de ensaio invalido estdo marcadas com: “a”, representando ndo-paralelismo (nivel de significancia p >0,05), foi
utilizado o teste estatistico de equivaléncia no CombiStats® e as inclina¢cdes foram consideradas equivalentes e por consequéncia o ndo-paralelismo
satisfatdrio; “b”, ndo-linearidade. “c”, indicando néo-paralelismo mesmo apés o teste de equivaléncia. *Amostra com poténcia ndo conforme foi repetida.
**Poténcia ndo conforme. tPoténcia calculada pelo produtor.

Fonte: Do autor, 2018.



Tabela 7 - Poténcia relativa e intervalo de confianca obtidos pelos ensaios de poténcia sorologico e NIH
apos tratamento térmico.

Ensaio sorolégico
Ensaio Poténcia NIH

Vacinas ab-OMS? ab-TAN?2 ab-ACIP3
(FL)J(I); 32‘;'3) IC* (%) (Z?/t 3222) IC (%) (E?/t %222) IC (%) (Il:.)JcI)/t 322:) IC (%)
A 0,001 : 002  00-1601,8 0,07 i 0,001 i
B 0,001 : 0,001 : 0,001 i 0,001 i
C 025  569-1758 0,18 60-3954 0,001 i 002  08-6183
D 0,001 : 0,001 : 0,001 i fr i
E 0,001 : 0,001 : 0,03t i 005  22-4275

Abordagens de célculo da poténcia: cut-off 20,5 Ul/ mL; 2titulo de AN em UI/ mL e Scut-off 20,12 Ul/ mL. “4Intervalo de
confianca. Tratamento térmico 52° +1°C por 48h +10 min. TN&o foi possivel determinar o intervalo de confianga. nr — nao
realizado.

Fonte: Do autor, 2018.
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4.2.3.2 Definicdo do modelo estatistico para calculo de resultados

As trés abordagens de calculo da poténcia foram testadas, obtendo-se trés
conjuntos de dados em um total de 30 resultados de poténcia. Somando-se a estes
os resultados obtidos no EPNIH, no total, 39 resultados de poténcias relativas foram
comparados. Os resultados foram examinados para o ajuste a distribuicdo Normal
pelo teste de normalidade Omnibus D'Agostino & Pearson (MIOT, 2017). A Tabela 8

apresenta uma analise de dados exploratoria.

Tabela 8 - Teste de normalidade Omnibus D'Agostino & Pearson das poténcias
obtidas nas trés abordagens do ES e no EPNIH.

Ensaios

Descritores estatisticos Soroldgico EPNIH

ab-OMS!? ab-TAN? ab-ACIP3

N 9 9 9 9
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,00
Mediana 3,61 1,69 0,95 6,80
Méximo 9,46 17,21 8,18 19,44
Média 3,64 3,89 2,46 6,47
Desvio Padréo (DP) 3,69 5,99 3,23 7,22
DP da Média 1,23 2,00 1,08 2,41
LIC* 95% da Média 0,80 -0,71 -0,02 0,92
LSC5 95% da Média 6,47 8,49 4,94 12,02
D'Agostino & Pearson

K2 2,426 8,542 2,303 1,210
p valor 0,2973 0,0140 0,3161 0,5460
Passa no teste normalidade (a=0,05)? Sim N&o Sim Sim

Abordagens de calculo da poténcia: *cut-off 20,5 Ul/ mL; 2titulo de AN em UI/ mL e 3cut-off 20,12 Ul/
mL. “Limite inferior e 5superior de confianca.
Fonte: Do autor, 2018.

Os resultados de poténcia relativa obtidos no ES também foram comparados
pela ANOVA. O teste foi aplicado para verificar se 0s soros possuiam a mesma
meédia, determinando se existia diferenca significativa nos resultados. Embora
existisse heterogeneidade entre os valores absolutos das poténcias relativas das
vacinas (F 4,51; p 0,0016), esta avaliagdo demonstrou nao haver diferencas
significativas entre o EPNIH e as trés abordagens do ES (F 1,759; p 0,2134). O
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grafico ANOVA apresenta a comparacdo dos resultados do ES nas trés diferentes
abordagens de célculo com os obtidos no EPNIH (Fig. 4).

Figura 4 - Andlise da variancia das poténcias obtidas no EPNIH e em trés
abordagens do ES cut-off 20,5 Ul/ mL (ab-OMS); titulo de AN em Ul/ mL (ab-TAN) e
cut-off 20,12 Ul/ mL (ab-ACIP).
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Fonte: Do autor, 2018.

A partir desses achados, os trés modelos de determinacao da poténcia no ES

tiveram a Relevancia e a Confiabilidade avaliados.

4.3 Pré-validacdo do ensaio sorolégico para a determinacdo da poténcia de

vacinas contra raiva de uso humano

Os resultados do ES nas trés abordagens propostas foram comparados com
a poténcia determinada no EPNIH pelo test t, correlagcdo de Pearson, concordancia
de Cohen Kappa, coeficiente de concordancia de correlacdo de Lin (pc) e pelos

intervalos de confianca de 95% IC.

4.3.1 Relevancia

O teste t pareado foi aplicado para verificar a concordancia entre 0s
resultados, incluindo as vacinas subpotentes, do ES com as poténcias calculadas
pelas ab-OMS, ab-TAN e ab-ACIP com o EPNIH. N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre as poténcias relativas obtidas para as amostras,

com nivel de significancia de 5% para um n de nove pares de amostras (Tab. 9).
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Tabela 9 - Teste t pareado das poténcias relativas obtidas nos ensaios sorologico e
NIH de cinco lotes de vacinas.

Descritores estatisticos

Teste t* A _
diforencas  padris CO0  jperdage ' PvAor
ab-OMS? -0,1094 0,2308 -0,2868 - 0,06795 1,423 0,2019 0,9267
ab-TANS3 -0,1590 0,3817 -0,4524 10 0,1344 8 1,250 0,2468 0,7514
ab-ACIP*  -0,2273 0,3585  -0,5029 to 0,04822 1,902 0,0936 0,7870

*Teste t incluindo vacinas subpotentes. tIntervalo de confianca. Abordagens de calculo da poténcia:
2cut-off 20,5 UI/ mL; 3titulo de AN em UIl/ mL e “cut-off 20,12 Ul/ mL. a = 0,05.
Fonte: Do autor, 2018.

As evidéncias estatisticas demonstraram que a ab-OMS apresentou o melhor
desempenho. A diferenca entre as médias foi -0,1094, com um desvio padrédo de
0,2308 (t 1,423; p 0,2019; r 0,9267). Ao comparar o ES pela ab-TAN com o EPNIH, o
teste t pareado demonstrou que os resultados também foram concordantes, apesar
de duas amostras serem ndo conformes no ES (Vacinas A e C, poténcia <2,5 Ul/
dose). As amostras também foram consideradas estatisticamente semelhantes com
o ES na ab-ACIP, néo obstante, duas amostras (A e D) apresentarem poténcias nédo
conformes.

A Figura 5 apresenta a poténcia relativa (Ul/ mL) no EPNIH e no ES das trés
abordagens diferentes de calculo de nove lotes de vacina contra raiva de uso
humano (Fig. 5.1). Na determinacdo da poténcia pela ab-OMS, cinco lotes foram
considerados conforme (22,5 Ul/ dose) e nas outras duas abordagens trés lotes.

No estudo de correlacdo das trés abordagens de determinacdo da poténcia
relativa no ES, comparado com o EPNIH, todos os coeficientes de Pearson foram
significativos (p <0,05). A correlacdo utilizando a ab-OMS apresentou a maior
concordancia com o EPNIH, com r 0,9267 (r? 0,8589) e equacdo da regresséao linear
Y =0,7702X + 0,02809 (Fig. 5.2). Na ab-TAN houve uma forte semelhanca e obteve-
se um coeficiente de correlacéo r 0,7514 (r*> 0,5645) para Y = 0,7784X - 0,02639
(Fig. 5.3). Os resultados também apresentaram uma forte correlagdo quando foi
utilizada a ab-ACIP, r 0,7870 (r*> 0,6193) e com equacédo da reta Y = 0,6333X -
0,007863 (Fig. 5.4).
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Figura 5 - (1) Abordagens de célculo da poténcia relativa;, RMP- requerimento
minimo de poténcia (=2,5Ul /dose). Correlagdo de Pearson do logaritmo das
poténcias (2) pela ab-OMS; (3) ab-TAN; e (4) ab-ACIP. n=9.
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Fonte: Do autor, 2018.

Na analise da Relevancia, todos os resultados foram concordantes entre o ES
e EPNIH quando a poténcia relativa foi calculada pela ab-OMS. Duas amostras
foram reprovadas na abordagem de célculo da poténcia no ES utilizando a ab-TAN
(Vacina A - 1,92 Ul/dose, IC 26,3 — 326,1%,; Vacina C — 1,69 Ul/dose, IC 1,8 —
1062,3%). Ao determinar a poténcia pela ab-ACIP, duas amostras também foram
reprovadas (Vacina A — 1,44 Ul/dose, IC 0,00 — 4583,6%; Vacina D — 0,95 Ul/dose,
IC 0,00 — 3819,8) (Tab. 6 e 7).

Na Relevancia do ES, foram determinados também: a Sensibilidade, a
Especificidade, a Exatiddo, o VPP e VPN, descrevendo o desempenho do ES. Na
comparacdo pela ab-OMS, todos os indices encontrados foram de 100%,
demonstrando um desempenho perfeito. Ao examinar ES pelas ab-TAN e ab-ACIP,
ambas apresentaram Sensibilidade de 60,00%, Especificidade 100,00%, Exatidao

de 77,78% e VPP de 100,00% e VPN de 66,67% (Tab. 10).
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Tabela 10 - Sensibilidade, Especificidade, Valores preditivo positivo e negativo e
Exatiddo do Ensaio sorologico contra o Ensaio NIH.

Ensaio soroldgico

Descritores ab-OMS? ab-TAN2 ab-ACIP3

% IC4 95% % IC 95% % IC 95%

Sensibilidade 100,00 47,82 -100,00 60,00 14,66 — 94,73 60,00 14,66 — 94,73

Especificidade 100,00 39,76 - 100,00 100,00 39,76 —100,00 100,00 39,76 — 100,00

Valor preditivo

e 100,00 ; 100,00 ] 100,00 ;
positivo

Valor preditivo 4 - 66,67 40,60—8540 66,67 40,60 — 8540
negativo

Exatidédo 100,00 66,37 —-100,00 77,78 39,99 - 97,19 77,78 39,99 - 97,19

Abordagens de calculo da poténcia: *cut-off 20,5 Ul/ mL; 2titulo de AN em Ul/ mL e 3cut-off 20,12 UI/
mL. 4Intervalo de confianga. Fonte: Medicalc® on line, endereco:
https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php. n= 10.

Fonte: Do autor, 2018.

O mesmo teste para descrever o desempenho do ES foi utilizado para avaliar
as diferencas dos resultados das poténcias de vacinas contra raiva obtidas entre o
EPNIH e o ES-DU (ensaio sorolégico em diluicdo Unica da vacina). Esta emulacéo
foi aplicada as poténcias relativas determinadas pelas ab-OMS e ab-TAN onde se
obteve melhores resultados nas avaliagbes anteriores, sendo consideradas
aprovadas quando ndo houve diferenca significativa (p 20,05). Amostras de ensaios
invalidos também foram incluidas, uma vez que a linearidade e o paralelismo néo
sao avaliados em ensaios de diluicdo Unica das vacinas.

Nas duas abordagens de avaliagdo da poténcia, foram encontradas
Sensibilidade de 100,00%, Especificidade 60,00%, Exatiddo de 83,33% e VPP de
77,78% e VPN de 100,00%. Essas determinacdes foram repetidas apos a exclusao
arbitraria de duas amostras que apresentaram comportamento anémalo no célculo
pelo programa computacional e todos os indices passaram a 100%, melhorando o
desempenho do ES-DU (Tab. 11).


https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php
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Tabela 11 - Sensibilidade, Especificidade, Valores preditivo positivo e negativo e
Exatiddo do ensaio sorolégico em diluicdo Unica da vacina contra o ensaio NIH.

ES? diluicdo unica
Descritores

% IC? 95% %" IC 95%
Sensibilidade 100,00 59,04 - 100,00 100,00 59,04 — 100,00
Especificidade 60,00 14,66 — 94,73 100,00 29,24 — 100,00
Valor preditivo positivo 77,78 54,47 - 91,10 100,00 -
Valor preditivo negativo 100,00 - 100,00 -
Exatid&do 83,33 51,59-97,91 100,00 69,15 - 100,00

1Ensaio soroldgico nas abordagens de calculo da poténcia cut-off 20,5 Ul/ mL e titulo de AN em UI/
mL. 2Intervalo de confianga. fCalculo excluindo as vacinas B e E. Fonte: Medicalc® on line,
endereco: https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php. n= 12.

Fonte: Do autor, 2018.

Os coeficientes de Cohen Kappa para os resultados do ES estdo
representados na Tabela 12. Apds a categorizagao em “conforme” e “ndo conforme”,
para as amostras concordantes e discordantes com o EPNIH, respectivamente. A
relacéo entre o ES pela ab-OMS apresentou for¢ca de concordancia perfeita (Kappa
1,0). Na avaliacdo do ES pela ab-TAN e ab-ACIP, os resultados foram iguais com

forca de concordancia considerada moderada (Kappa 0,571).

Tabela 12 - Coeficientes Cohen Kappa do ensaio sorolégico contra o ensaio NIH.

Ensaio sorolégico Concordancia (%) Kappal!
ab-OMS? 100,00 1,000
ab-TANS3 77,78 0,571
ab-ACIP4 77,78 0,571

Icoeficiente de Cohen Kappa para intervalo de confianca 95%. Abordagens de célculo da
poténcia: 2cut-off 20,5 Ul/ mL; 3titulo de AN em UIl/ mL e “cut-off 20,12 Ul/ mL. Fonte de célculo
on line: https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa2/. n= 9.

Fonte: Do autor, 2018.
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Uma avaliacdo semelhante com o coeficiente de Cohen Kappa foi realizada
para os resultados do ES-DU. As amostras foram categorizadas em “conforme”, para
aquelas que apresentaram poténcia maior ou igual a da VacRef, e “ndao conforme”
para as que foram menores. Ao utilizar a primeira diluicdo das vacinas na avaliacéo
das poténcias, os resultados entre ES pela ab-OMS e ab-TAN foram os mesmos,
com uma boa concordancia com EPNIH (Kappa 0,636; n= 12). ApOs excluir duas
amostras que apresentaram comportamento discrepante no calculo da poténcia pelo
programa computacional, a correlacdo melhorou e apresentou for¢ca de concordancia
perfeita (Kappa 1,0; n=10,). Avaliando pela segunda diluicdo das vacinas, o ES-DU
pela ab-OMS apresentou concordancia muito boa com o EPNIH (Kappa 0,824),
enguanto que pela ab-TAN foi considerada boa (Kappa 0,657) (Tab. 13).

Tabela 13 - Coeficientes Cohen Kappa do ensaio sorolégico em diluicdo Unica contra
0 ensaio NIH.

Diluicao da vacina ES? n Concordancia (%) Kappa
ab-OMS?
12 83,33 0,636
ab-TAN?3
Primeira
ab-OMS
10* 100,00 1,000
ab-TAN
ab-OMS 12 91,67 0,824
Segunda
ab-TAN 12 83,33 0,657

lEnsaio sorologico. cut-off 20,5 Ul/ mL e Stitulo de AN em Ul/ mL. *Vacinas B e E excluidas.
Intervalo de confianca do coeficiente Kappa Cohen 95%. Fonte:
https://lwww.graphpad.com/quickcalcs/kappa2/.

Fonte: Do autor, 2018.

A Precisdo do ES foi demonstrada comparando este com as poténcias
obtidas no EPNIH. Foram analisados os pc e os IC do ES ao determinar as
poténcias relativas das vacinas pela ab-OMS e ab-TAN.

Os pc para o ES pelas duas abordagens de determinagédo da poténcia foram
considerados satisfatorios (0,88 e 0,70). O coeficiente de Pearson obtido para o ES
pela ab-OMS foi excelente (0,93), demonstrando maior Precisdo que o ES pela ab-

TAN, onde se obteve p satisfatério (0,75). O ES pela ab-OMS demonstrou melhor
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desempenho e, em condi¢des ideais, pode apresentar 93% de Preciséo, ou seja, de
concordancia com o EPNIH. Também foi determinado que as Veracidades

(tendéncia de desvio do valor verdadeiro) foram excelentes (0,95 e 0,93) (Tab. 14).

Tabela 14 - Coeficientes de concordancia de Lin do ensaio sorolégico contra o
EPNIH.

Ensaio Sorolégico

Descritores estatisticos

ab-OMS? ab-TAN?
pc? 0,88 0,70
Intervalo confianca 95% 0,63 - 0,96 0,18-0,91
Preciséo (Pearson p) 0,93 0,75
Veracidade 0,95 0,93

Abordagens de determinagdo da poténcia: ‘cut-off 20,5 Ul/ mL e 2titulo de AN em Ul/ mL.
3Coeficientes de correlagdo de concordancia de Lin. n=9.
Fonte: Do autor, 2018.

Os graficos correspondentes aos pc do ES e EPNIH estdo apresentados na
Figura 6. Foi observada uma concordancia satisfatéria e ficaram comprovadas
melhores concordancia e correlagdo do ES pela ab-OMS com o EPNIH em

compracao com a ab-TAN (Fig. 6.1).

Figura 6 - (1) Coeficiente de concordéncia de correlagdo de Lin (pc) do ES pela
abordagem de determinacédo da poténcia cut-off 20,5 Ul/ mL (ab-OMS) e (2) titulo de
AN em Ul/ mL (ab-TAN). Intervalos de confianga 95%. n= 9.
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Fonte: Do autor, 2018.
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Os IC das poténcias relativas das vacinas nos ensaios NIH e sorologico pela
ab-OMS foram plotados na Figura 7. Para demonstrar a Precisdo do ES, os graficos
foram construidos com o limite de confianca inferior equivalente a 25% do
requerimento minimo de poténcia de 2,5 Ul/ dose (20,62 Ul/ dose) e o superior de
400% (10,00 Ul/ dose) como preconizado para o EPNIH. Os limites da vacina C
eram muito amplos, portanto, esta amostra discrepante foi excluida devido a sua alta
variabilidade, permitindo elaborar um grafico mais didatico. Observou-se que 0s

valores de poténcia calculados no ES pela ab-OMS ficaram fora do IC (Fig. 7).

Figura 7 - Intervalos de confianca superior (CLS) e inferior (CLI) das poténcias
relativas determinadas nos ensaios NIH e soroldgico pelo cut-off 20,5 Ul/ mL (ab-
OMS). A vacina C foi excluida devido a alta variabilidade. n = 4
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Fonte: Do autor, 2018.

4.3.2 Confiabilidade

Os pools de soros de animais imunizados com trés diferentes diluicdes (1/50;
1/250 e 1/1250) da VacRef (BR014) de dois ES independentes (ES 01 e 02/17)
foram utilizados para determinar a Confiabilidade. Foram calculadas as variancias
intra e interensaios dos logaritmos dos titulos AN (Ul/ mL) por diluicdo no RFFITm,
testados em trés corridas. Foram obtidos os gCV% intraensaios de 31,99 (ES 01/17)
e 31,65 (ES 02/17) e 0 gCV% interensaios de 31,82% (Tab. 15).
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Tabela 15 - Coeficientes de variacao intraensaio e interensaio do ensaio sorolégico.

Ensaio soroldgico 01/17 02/17
Diluicdes BR014 1/50 1/250 1/1250 1/50 1/250 1/1250
R1* 0,79 0,83 0,39 1,21 0,09 -0,21
R2 0,91 0,82 -0,18 0,80 0,11 0,21
R3 0,96 0,55 -0,10 0,62 -0,27 0,15
R4 i} ) - 0,73 -0,11 -0,04
R5 - ) - 0,58 -0,07 -0,19
VAR 0,007 0,025 0,095 0,063 0,024 0,037
VAR intra - 0,0423 - - 0,0415
gCV% intra - 31,99 - - 31,65 -
VAR inter 0,0419
gCV% inter 31,82

*Replicatas dos logaritmos dos titulos AN (Ul/ mL) por diluicdo no RFFITm. VAR — variancia; VAR
intra — variancia intraensaio; gCV% intra — coeficiente de variagdo intraensaio; VAR Inter — varidncia
interensaio; gCV% inter - coeficiente de variacao inter-ensaio.

Fonte: Do autor, 2018.

A homogeneidade das variancias foi demonstrada pelo teste de Cochran.

4.4 Verificacao do limite inferior de imunogenicidade da glicoproteina

Na Tabela 16, estdo apresentados os teores de GLPTN obtidos pelo Elisa de
sete lotes de vacina contra raiva. Inclui ainda a concentracdo de GLPTN declarada
pelo produtor no protocolo de producdo e as poténcias das vacinas no EPNIH e ES
pela ab-OMS.
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Tabela 16 - Teor de Glicoproteina de vacinas contra raiva frente a duas vacinas de
referéncia e poténcia nos ensaios NIH e sorolégico.

GLPTN? GLPTN Poténcia (Ul/ dose)
. declarada
Vacinas
produtor
(ng/ mL)>? (UI/ mL)3 (U mL) EPNIH  ES ab-OMS*
B 101,50 4,56 6,60 19,44 6,39
C 106,43 5,08 6,60 8,13 6,62
E 96,99 6,62 7,40 6,80 9,46
F 88,07 3,30 8,20 17,60 nr
G 132,38 6,75 8,80 4,40 nr
H 107,08 4,45 na 12,30 nr
BR014 97,91 3,46 4,00 9,00 nr

1Teor de Glicoproteina no Elisa utilizando anticorpo de cobertura e detecgdo D1 murino.
2Contra vacina de referéncia Pasteur (1.000 ng/ mL) e 3vacina BR013 (6,75 Ul/ mL).
“Determinagdo da poténcia relativa pelo cut-off 20,5 Ul/ mL. nr — ndo realizado. na — néo
aplicavel.

Fonte: Do autor, 2018.

Na estimativa do limite de imunogenicidade, os titulos foram expressos em
ng/ mL e Ul/ mL de GLPTN para cada diluicdo das vacinas no ES pela ab-OMS. O
logaritmo do teor de GLPTN foi pareado com o logaritmo das médias dos titulos de
AN dos camundongos obtidos pelo RFFITm. Apds este procedimento, as
concentracfes foram ordenadas em valor crescente para verificar a partir de qual
concentracdo houve soroconversdo eficaz (0,5 Ul/ mL). Na avaliacdo do teor de
GLPTN contra a vacina de referéncia BR0O13, comparada as médias dos titulos de
AN, houve soroconversédo a partir da concentracdo de 0,0138 Ul/ mL de GLPTN.
Apds a revisdo dos resultados individuais de AN dos camundongos, foram
identificados respondedores anormais® e procedeu-se a retirada desses resultados
dos calculos das médias (vacina B - um camundongo na diluicdo 1/125; vacina E -
dois camundongos nas diluicdes 1/1250 e 1/6250). Uma excecédo (BR014, 1/1250)
foi detectada, onde ocorreu soroconvercédo (0,90 Ul/ mL) com uma concentracao de
0,00277 Ul/ mL de GLPTN (Tab. 17).

8 Animais nao respondedores.
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Tabela 17 - Teor de Glicoproteina de vacina contra raiva frente ao padrao vacina
BR013 e médias dos titulos de anticorpos neutralizantes de camundongos.

GLPTN? Titulo AN? GLPTN Titulo AN GLPTN Titulo AN

0,00012 0,15 0,00530 0,25 0,03377 1,18
0,00012 0,26 0,00530 0,25 0,03377 1,63
0,00060 0,11 0,00675 0,20 0,03649 0,55**
0,00060 0,12 0,00675 0,18 0,03649 0,64
0,00106 0,24* 0,00730 0,28 0,04064 0,86
0,00106 0,29* 0,00730 0,20 0,05300 0,74
0,00135 0,35 0,00813 0,28 0,06920 2,03
0,00135 0,12 0,01060 0,28 0,06929 0,87
0,00277 0,23 0,01384 1,26 0,06929 1,03
0,00277 0,07 0,01386 1,67 0,06929 1,00
0,00277 0,25 0,01386 0,57 0,06929 1,47
0,00277 0,09 0,01386 1,00 0,18246 0,80
0,00277 0,90 0,01386 1,03 0,18246 0,81
0,00300 0,19 0,02650 1,36 0,20318 0,89
0,00300 0,25 0,02650 1,11 0,26499 2,06

1Logaritmo do teor de Glicoproteina (Ul/ mL) no Elisa contra o padrdo vacina de referéncia
BRO013. 2Logaritmo da média dos titulos de anticorpos neutralizantes (Ul/ mL) pelo RFFITm
por diluicdo de vacina. Células rachuradas indicam soroconversao 20,5 Ul/mL. *Média de AN
apo6s remocdao de dois animais. **Média apds remocao de um animal. n= 45,

Fonte: Do autor, 2018.

Ao determinar o teor de GLPTN contra o padrdo vacina Pasteur a
soroconversao ocorreu a partir da concentracdo de 0,388 ng/ mL de GLPTN. A
vacina BR014 (1/1250) também apresentou soroconver¢do com teor menor de
GLPTN (0,078 ng/ mL). O mesmo procedimento de retirada de respondedores

anormais foi adotado no célculo das médias dos titulos de AN (Tab. 18).
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Tabela 18 - Teor de Glicoproteina de lotes de vacina contra raiva frente a referéncia
Pasteur e médias dos titulos de anticorpos neutralizantes de camundongos.

GLPTN? Titulo AN? GLPTN Titulo AN GLPTN Titulo AN

0,003 0,15 0,080 0,19 0,662 1,18
0,003 0,26 0,080 0,25 0,662 1,63
0,016 0,24* 0,016 0,20 0,776 0,74
0,016 0,29* 0,003 0,18 0,812 0,55**
0,016 0,11 0,155 0,28 0,812 0,64
0,016 0,12 0,162 0,28 0,851 0,86
0,003 0,35 0,162 0,20 1,958 0,87
0,001 0,12 0,170 0,28 1,958 1,03
0,078 0,25 0,388 1,36 1,958 1,00
0,078 0,25 0,388 1,11 1,958 1,47
0,078 0,07 0,392 1,67 1,958 2,03
0,078 0,25 0,392 0,57 3,880 2,06
0,078 0,09 0,392 1,00 4,060 0,80
0,078 0,90 0,392 1,03 4,060 0,81
0,078 0,23 0,392 1,26 4,257 0,89

ILogaritmo do teor de Glicoproteina (ng/ mL) no Elisa contra o padréo de referéncia Pasteur.
2Logaritmo da média dos titulos de anticorpos neutralizantes (Ul/ mL) pelo RFFITm por
diluicdo de vacina. Células rachuradas indicam soroconversdo =0,5 Ul/ mL. *Média de AN
apo6s remocdao de dois animais. **Média apds remocao de um animal. n= 45,

Fonte: Do autor, 2018.

Uma regresséo linear foi realizada a fim de verificar se houve associagao
entre os logaritmos das médias dos titulos de AN dos camundongos obtidos pelo
RFFITm e os resultados do teor de GLPTN (Ul/ mL) contra BR013. Foi observado
gue a relacdo entre estes dois resultados apresentou uma correlacao significativa (r
0,7580; p < 0,0001) (Fig. 8).
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Figura 8 - Regressao linear dos logaritimos das médias dos titulos de anticorpos
neutralizantes de camundongos (Log AN) contra o do teor de Glicoproteina (Log
GLPTN) de lotes de vacina contra raiva frente a referéncia BR013.

Log GLPTN (UI/mL)

Log AN (UI/ mL)

Y =0,3756X + 0,4170 r=0,758
p <0,0001
Fonte: Do autor, 2018.

Os logaritmos das médias dos titulos de AN também foram comparados pela
regressao linear com o teor de GLPTN (ng/ mL) contra referéncia Pasteur. Uma vez
mais, os resultados apresentaram correlagao significativa (r 0,758; p < 0,0001) (Fig.
9).

Figura 9 - Regressao linear dos logaritimos das médias dos titulos de anticorpos

neutralizantes de camundongos (Log AN) contra o do teor de Glicoproteina (Log
GLPTN) de lotes de vacina contra raiva frente a referéncia Pasteur.

Log AN (UI/ mL)

Log GLPTN (ng/ mL)

Y =0,3779X - 0,08722 r=0,758
p < 0,0001
Fonte: Do autor, 2018.

O mesmo procedimento foi aplicado aos logaritmos das médias dos titulos de
AN da vacina BR014. A regressao linear demonstrou que os resultados foram
correlacionados com o teor de GLPTN (Ul/ mL) com a vacina BR0O13 como padréao.
A equacao da reta foi Y = 0,4429X + 0,7701 (r 0,913; p 0,2676) (Fig. 10). Apesar do

valor de r ser alto, indicando forte correlacao linear dos dados, o valor de p (>0,05)
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demonstrou ndo haver significancia estatistica na correlacdo devido ao pequeno

numero de valores.

Figura 10 - Regresséo linear dos logaritimos das médias dos titulos de anticorpos
neutralizantes (Log Méd AN) de camundongos da vacina BR014 e do teor de
Glicoproteina (Log GLPTN) de lotes de vacina contra raiva frente a referéncia
BRO13.

Log Méd GLPTN (UI/mL)

Log Méd AN (UI/ mL)
o
~
1

Y =0,4429X + 0,7701 r=0,913
p =0,2676
Fonte: Do autor, 2018.

A regressao linear dos logaritmos das medias dos titulos de AN da vacina
BR014 contra o teor de GLPTN (ng/ mL) frente a referéncia Pasteur também
apresentou os resultados correlacionados. A equacao da reta foi Y = 0,3714X +
0,06562 (r 0,921; p 0,2542) (Fig. 11). Apesar do valor de r ser alto, mostrando forte
correlacdo linear dos dados, o valor de p (>0,05) indicou ndo haver significancia

estatistica na correlacao devido ao pequeno numero de valores.
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Figura 11 - Regresséao linear dos logaritimos das médias dos titulos de anticorpos
neutralizantes (Log Méd AN) de camundongos da vacina BR014 e do teor de
Glicoproteina (Log GLPTN) de lotes de vacina contra raiva frente a referéncia
Pasteur.

Log Méd AN (UI/ mL) 0.2

e

0.5

Log GLPTN (ng/ mlL)

Y =0,3714X + 0,06562 r=0,921
p =0,2542
Fonte: Do autor, 2018.

Apos esta verificacdo, foi estabelecido que a concentracdo minima de GLPTN
capaz de induzir reposta imunoldgica satisfatoria (=0,5Ul/mL) para as vacinas deste
estudo, e garantir a eficicia, foi de 0,0138 Ul/ mL ou 0,388 ng/ mL.

Com os resultados do estudo foram publicados dois artigos cientificos
(Apéndices C e D).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado para pré-validar um teste sorolégico de
poténcia (ES) para vacinas contra a raiva humana, em consonancia com outros
pesquisadores (KRAMER et al, 2013). Na década dos anos 2000 e nos Ultimos oito
anos, o numero de animais utilizados nos ensaios de atividade para o controle oficial
da vacina antirrabica humana no Brasil foi estimado em aproximadamente 26.250
camundongos. O ES utiliza menor nimero e, obviamente, esta associado a menos
angustia e sofrimento para os animais, proporcionando reducdo e refinamento
consideraveis. Apenas 15 camundongos sao utilizados para a imunizacdo em cada
vacina teste e de referéncia em comparacao com EPNIH (n= 48). As perspectivas do
ES validado serdo de reducdo de 69% do numero de animais. Além disso, um
refinamento sera obtido com a substituicdo do desafio ic pela coleta de amostra de
sangue sob anestesia e a reducao no tempo de execucao da prova em pelo menos
duas semanas.

Um aspecto importante na tentativa de substituicdo do EPNIH pelo ES foi a
caracterizacdo da resposta imune avaliada pelos titulos de anticorpos frente a morte
ou sobrevivéncia no ensaio de desafio. Estudos anteriores demonstraram que 0 pico
de AN ocorre no 14° dia — correspondendo ao momento do desafio ic com o virus
CVS no EPNIH — momento em que foi realizada a coleta das amostras de sangue
utilizadas no RFFITm do ES nesta pesquisa (KRAMER et al, 2009).

Ao avaliar o esquema vacinal de dose Unica, ficou demonstrado haver
diferenca significativa para o esquema de duas doses. Na comparacao da diferenca
entre as médias, duas doses, apresentou melhores resultados em acordo com o
encontrado por outros pesquisadores (KRAMER et al, 2009). Na utilizagdo do
esquema vacinal de dose Unica, também existe a possibilidade de reprovar amostras
de vacinas com poténcia préxima ao limite de aceitacdo (2,5 Ul/dose), aumentando
o erro a. Outro fator a ser considerado € que as vacinas sao diluidas em série e este
procedimento reduz a agdo de adjuvantes devido as baixas concentracdes apés a
diluicdo, o que parece favorecer o esquema vacinal de duas doses que foi o
selecionado para ser utilizado no ES (LIU et al, 2012).

Ja foi demonstrado também que a via de inoculagdo pode ter um impacto
significativo sobre o sistema imune e resposta a vacinagdo em camundongos
(WUNDERLI et al, 2003; KRAMER et al, 2009). A Farmacopeia europeia recomenda
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a via ip para o EPNIH e a intramuscular ou subcutanea para o ensaio soroldgico da
vacina veterinaria. Contudo, em um estudo realizado com esta vacina, os titulos de
AN ap6s vacinacdo im foram consideravelmente inferiores aos titulos determinados
apos imunizacao ip. Por este motivo, vias de administracao alternativas nao foram
avaliadas neste estudo, sendo utilizada a ip como no EPNIH. Isto evitou que mais
variaveis interferissem na compreensdo da resposta ao esquema vacinal, o que
poderia também dificultar sua comparacdo com os resultados do ensaio tradicional
(KRAMER et al, 2009).

As estimativas das poténcias das amostras de vacinas no ES foram
determinadas com os titulos de AN contra raiva obtidos pelo RFFITm (MOURA et al,
2008). Foram utilizadas, inicialmente, trés diferentes abordagens de calculo para a
estimativa da poténcia nos ES realizados que, posteriormente, foram comparadas
com os resultados do EPNIH. O calculo da poténcia pela ab-OMS produziu uma
melhor concordéancia entre ES e EPNIH. Esta abordagem juntamente com a ACIP
permitiu uma aproximacdo do ES com o EPNIH quando a interpretacéo foi baseada
em um desfecho quantal indireto com resposta de tudo ou nada (soroconversao ou
nao soroconversao). Isto foi baseado na recomendacéo da OMS de 0,5 Ul/ mL de
titulo de AN da raiva como o preditor clinico da resposta vacinal (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2007). Na ab-TAN, o ES p0de ser avaliado como um ensaio
indireto quantitativo, onde a poténcia foi determinada indiretamente comparando as
respostas produzidas em escala quantitativa pelo titulo de AN (GOVINDARAJULU,
2001).

Outro importante fator j& mencionado por outros autores sdo as diferentes
leituras dos ensaios: titulos de AN no ES e taxas de sobrevivéncia no EPNIH
(KRAMER et al, 2013). A esse respeito, embora tenha influenciado claramente
nestas abordagens do ES, acrescemos que o método utiliza a analise de probitos
para determinacdo de poténcia relativa nas ab-OMS e ab-ACIP, minimizando este
efeito. Os resultados obtidos na titulagdo de AN pelo RFFITm de cada camundongo
foram categorizados individualmente em “conforme” e “ndo conforme” e, assim,
foram incluidos no programa computacional para o calculo da poténcia como um
ensaio indireto quantal.

Para a poténcia biolégica do ES foram propostos dois conjuntos separados de
critérios de aceitacdo: os relativos ao ensaio como um todo e 0s critérios de

aceitacdo de cada amostra em analise, semelhante ao que ocorre no EPNIH
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(FARMACOPEIA, 2010a). Pelo critério de aceitacdo de cada amostra, uma foi
considerada invalida devido & poténcia ndo conforme e foi repetida em outro ensaio.
No ES ab-TAN, todos os ensaios apresentaram problemas com critérios de
aceitacdo. Nos que apresentaram nao paralelismo, foi utilizado o teste estatistico de
equivaléncia no CombiStats® e as inclinagbes foram consideradas como
equivalentes e, consequentemente, o ndo-paralelismo foi satisfatorio. Neste ES, trés
amostras foram invalidas sendo duas devido a poténcia ndo conforme (<2,5Ul/ dose)
e uma pelo ndo-paralelismo mesmo apods o teste de equivaléncia. Na terceira
abordagem de determinacdo da poténcia, ab-ACIP, duas vacinas foram invalidas
devido a poténcia ndo conforme e uma outra apresentou ndo-paralelismo, porém foi
aprovada pelo teste de equivaléncia. A despeito dos ensaios ou amostras invalidas,
os resultados foram utilizados nas comparacdes com o EPNIH. Em todos os ensaios
em que foi utilizada a ab-OMS do ES, foram obtidos ensaios validos e esta
abordagem foi escolhida para o estudo de pré-validacéo.

Todos os fabricantes de vacinas contra a raiva humana aderem as diretrizes
da OMS, considerando que vacinas antirrabicas com poténcia 22,5 Ul/ mL se
correlacionam com a eficacia clinica, sendo definida como protecéo contra doenca e
morte devido ao desenvolvimento de um titulo AN equivalente a 0,5 Ul/ mL (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2007). Portanto, este mesmo parametro pode ser
utilizado na concordancia dos resultados entre o ES e EPNIH e até mesmo na
abordagem de consisténcia de producédo (FITZGERALD et al,1978; WUNDERLI et
al, 1991).

O titulo AN contra raiva ndo é o Uunico parametro de resposta imune, mas um
indicador confiavel de protecdo imunoldgica, inclusive sendo utilizado em ensaios
clinicos de novas vacinas para a avaliacdo clinica de vacinacdo antirrabica e
obtencéo de licenciamento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007). O ES pode
prever a poténcia clinica das vacinas, um requisito referido pelo EPAA (2012).

Uma abordagem moderna para comparar ensaios € a compreensdo de que o
método substituto ndo deve ser obrigado a ter uma correlagéo significativa com o
meétodo de referéncia, uma vez que o EPNIH possui variabilidade inerente. O novo
teste deve concordar com a poténcia clinica da vacina e deve ser capaz de
discriminar entre lotes potentes e subpotentes. E por isso que alguns autores se

referem a “concordancia” em vez de “correlagao” (EPAA, 2012), embora muitos
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estudos ainda utilizem a correlagdo como método de andlise (KRAMER et al, 2009;
KRAMER et al, 2013; MORGEAUX et al, 2017).

Para verificar a concordancia com a poténcia clinica das vacinas, foi realizada
uma série de analises estatisticas comparando as poténcias calculadas no ES pelas
trés abordagens com o EPNIH. As poténcias foram consideradas estatisticamente
semelhantes quando estimadas pela ab-OMS. No ES ab-TAN, os resultados
também foram concordantes, porém duas amostras foram ndo conforme (poténcia
<2,5 Ul/ dose). Pela ab-ACIP, ndo houve diferenca significativa entre as amostras,
mas duas também apresentaram poténcias ndo conforme. Apesar de algumas
vacinas nao cumprirem os requisitos de poténcia houve conformidade geral entre os
ensaios (FARMACOPEIA, 2010a).

Historicamente, a substituicdo de um ensaio requer estudos comparativos que
demonstrem equivaléncia estatistica entre os dois métodos, mas, como referido
anteriormente, estudos de correlagdo quantitativos demonstrando tal equivaléncia
podem nédo ser possiveis. Apesar disso, a correlacdo do ES ab-OMS apresentou a
maior concordancia com o EPNIH (STOKES et al, 2012). Quando se comparam as
poténcias relativas, obtidas a partir da ES com as do EPNIH, foram observadas
algumas diferengas. No entanto, a plena conformidade dos valores absolutos de
poténcia ndo pode ser esperada devido a alta variabilidade inerente aos ensaios
com animais e células (FITZGERALD et al, 1978; BRUCKNER, KIHM, 1986;
WEIBER, HECHLER, 1997; KRAMER et al, 2009; JOELSSON, 2010; RIEDER et al,
2010; SCHROCK, 2012; STOKES et al, 2012; KRAMER et al, 2013). Apesar disso,
os resultados foram altamente correlacionados, conforme sugerido por Stokes e
colaboradores (2012). Portanto, os valores aqui encontrados podem ser
considerados suficientes e ndo houve falhas em identificar vacinas potentes como
subpotentes. Na ab-TAN, houve uma forte semelhanga com o EPNIH, assim como
na ACIP. Estes também foram considerados suficientes devido a alta variabilidade
dos bioensaios (KRAMER et al, 2009; STOKES et al, 2012; KRAMER et al, 2013).

A Relevancia do ES na ab-OMS pb6de ser demonstrada pela grande
sensibilidade, especificidade, exatiddo, VPP e VPN, indicando um desempenho
perfeito. O coeficiente de correlagdo (r 0,9267) mostrou alta concordancia com
EPNIH, como observado por outros pesquisadores para ensaio in vitro (Elisa)
(PERRIN et al, 1990; GAMOH et al, 1996; GIBERT et al, 2013; MORGEAUX et al,
2017). O ES também apresentou uma correlagdo maior do que a obtida pelo teste
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de fluoroimunoensaio (LIN et al, 2017) e outros testes sorologicos (HENDRIKSEN,
1991; WINSNES et al, 2003; KRAMER et al, 2009). Pelo coeficiente de Cohen
Kappa, adotando-se a tendéncia de concordancia ao invés da correlacdo entre os
resultados (STOKES et al, 2012; SCHIFFELERS et al, 2014), a ab-OMS também
apresentou forca de concordancia perfeita, sendo superior ao ES pela ab-TAN e
ACIP.

Embora a comunidade cientifica reconheca o valor dos ensaios sorologicos
para a avaliacdo da poténcia de vacinas antirrabicas veterinarias inativadas,
algumas preocupacdes ainda existem em relagdo a capacidade do ensaio detectar
adequadamente os lotes subpotentes. Desta forma, os estudos de validagéao
especificos devem incluir lotes adicionais identificados como subpotentes no EPNIH.
Este cuidado também se aplica a vacina de uso humano e, por isso, a capacidade
de identificar lotes subpotentes foi explorada nesta pesquisa (STOKES et al, 2012;
SCHIFFELERS et al, 2014). Aqui foi demonstrado que o ES foi capaz de detectar
lotes de vacinas subpotentes, permitindo a identificacdo de lotes inadequados para
liberacdo na rede publica de salde. Esse aspecto € de particular importancia no que
diz respeito a liberacdo de lotes de vacinas antirrabicas (KRAMER et al, 2009).

Pela ab-OMS, todos os resultados foram concordantes entre o ES e EPNIH,
ou seja, o0 método foi capaz de distinguir entre lotes potentes e subpotentes de
vacinas e observou-se concordancia total com o EPNIH como descrito anteriormente
(KRAMER et al, 2013; MORGEAUX et al, 2017). Nas outras duas abordagens de
determinacdo da poténcia relativa, duas amostras de vacina integras foram
reprovadas, porém, todos os resultados das vacinas subpotentes foram
concordantes. Diferente do encontrado por Servat e colaboradores (2015), que ao
utilizar o teste de virus neutralizacdo de anticorpo fluorescente (FAVN) houve uma
falha entre os lotes subpotentes. Outros grupos encontraram apenas concordancia
satisfatéria para identificar lotes ndo conformes (CHABAUD-Riou et al, 2017;
MORGEAUX et al, 2017). Alguns pesquisadores encontraram indices de
sensibilidade variando de 55 a 68% (SERVAT et al, 2015) e de 47 a 90% (KRAMER
et al, 2010), ambos inferiores ao valor observado neste estudo. Nas demais
abordagens, o ensaio apresentou boa Sensibilidade, Exatiddo e VPN ou 6tima
Especificidade e VPP (THE UNITED, 2017b). Uma semelhanca entre essas
pesquisas foi a ocorréncia de resultados de poténcia invalidos, com vacinas

antirrdbicas de poténcia satisfatoria. Essas vacinas, reconhecidas erroneamente
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como subpotentes, estavam diretamente relacionadas ao numero de néo
respondedores nas vacinas teste e as diferencas entre as respostas individuais de
anticorpos nos camundongos dos grupos de vacina teste e VacRef, onde houve uma
resposta melhor na soroconversao.

Diferencas significativas podem indicar uma mudanca no estado imunolégico
dos camundongos ou em outros aspectos da criacdo de animais (van der ARK et al,
2000). Animais de alta e baixa resposta e ndo respondedores foram observados no
presente estudo. Os ndo respondedores foram encontrados, principalmente, em
grupos de animais vacinados com doses menores de vacina, como observado
anteriormente (KRAMER et al, 2013). A exclusdo de ndo respondedores pode
influenciar o resultado do teste, uma vez que esta falha pode ndo ser totalmente
intrinseca ao animal, mas devido a uma vacina subpotente (KRAMER et al, 2010).
Existe uma lacuna na deteccao de verdadeiros ndo respondedores, levantando
guestdes sobre um dado lote de vacina tendo baixa poténcia ou sendo o0 animal nao
respondedor. Estudos de cinética celular sdo necessarios para complementar e
identificar verdadeiros ndo respondedores, como sugerido por algumas pesquisas
(BORDIGNON et al, 2002), determinando assim com seguranca, quantos individuos
podem ser descartados dos calculos de poténcia.

O desempenho do ES em diluicdo Unica da vacina com as poténcias
determinadas pela ab-OMS e TAN apresentou 6Otima Sensibilidade e VPN, e boa
Especificidade, Exatiddo e VPP. A ideal aplicacdo desta abordagem seria a diluicdo
das vacinas referéncia e Teste para a poténcia minima requerida (2,5 Ul/ dose), com
base em sua poténcia declarada e a imunizacdo dos animais com 1/5 da dose
humana (1/5 de 0,5 mL = 0,1 mL) (COUNCIL, 2013). Apos exclusdo de duas
amostras aberrantes, o ES apresentou um étimo desempenho. Testando as vacinas
pela a segunda diluigdo, o ES na ab-OMS apresentou concordancia muito boa com
o EPNIH e na ab-TAN foi considerada boa. N&o observamos resultados
inconclusivos conforme descrito anteriormente em ES de diluicdo Unica para a
vacina antirrabica veterinaria (SERVAT et al, 2015). Talvez isso tenha ocorrido
devido a configuracdo daquele ensaio ser diferente da adotada aqui neste
experimento, onde as vacinas teste ndo foram diluidas para conter a poténcia

minima requerida.
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O pc entre o ES e o EPNIH foi de 0,88 para a ab-OMS e 0,70 para a ab-TAN.
As correlagbes 0,93 e 0,75 com Veracidade 0,95 e 0,93, esses valores foram
considerados satisfatorios.

Na analise da Precisdo do ES ab-OMS e TAN pelo pc, observou-se uma
concordancia satisfatéria e o ensaio foi capaz de identificar lotes potentes e
subpotentes. Ficou comprovada uma maior concordancia e correlagédo do ES ab-
OMS com o EPNIH (Fig. 6.1). Na comparacdo com o ES ab-TAN ocorreu uma maior
dispersdo dos pares de dados e, consequentemente, houve maior afastamento da
reta de correlagéo das poténcias com a reta de concordancia de Lin (Fig. 6.2).

A Relevéancia do ES pdde ser demonstrada pelo desempenho perfeito (THE
UNITED, 2017b). O coeficiente de Cohen Kappa indicou grande concordancia do ES
com o EPNIH (STOKES et al, 2012; SCHIFFELERS et al, 2014). A Exatidao do ES
de 100% obtida do calculo de Sensibilidade foi maior do que a previamente
encontrada, com IC comparavel ao Elisa (CHABAUD-RIOU et al, 2017). No presente
estudo, o ES foi realizado como uma adaptacéao direta do protocolo EPNIH, incluindo
a faixa de dose, mas apenas cinco camundongos foram utilizados por diluicdo. Os IC
foram mais amplos do que no EPNIH, diferindo daqueles encontrados por outros
autores (KRAMER et al, 2013). Este resultado mostra a necessidade de ajustar a
faixa de dose (diluicdes) a ser utilizada no ES, a fim de melhorar a similaridade das
respostas entre as vacinas de referéncia e teste, uma suposicao basica para ensaios
bioldgicos. Uma vez que a prova de conceito foi estabelecida, o método podera ser
transferido para pelo menos um laboratério adicional com a ado¢do de uma quarta
dose que poderia resolver esse ajuste.

Esses IC mais amplos também podem ser explicados pela variacdo dentro do
grupo de animais no ES. Alguns camundongos desenvolveram titulos mais altos do
gue outros N0 mesmo grupo e no grupo VacRef, como observado em estudos
anteriores (KRAMER et al, 2009). Outro fator determinante para os IC mais amplos,
provavelmente, foi devido ao padréo de referéncia utilizado no ES ser calibrado no
EPNIH. Portanto, a calibragdo prévia dos padrbes no proprio ES é altamente
recomendada para um estudo de validacéo futuro.

A Confiabilidade é um pré-requisito para a validade dos ensaios sorologicos,
devido a sua capacidade de estimar a atividade de protecdo da vacina, o que foi
prontamente obtido com o ES proposto (HENDRIKSEN, 1995). A Precisao do ensaio

avaliada pelos coeficientes geomeétricos de variacdo inter-ensaio foi de cerca de
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30%, considerado adequado, indicando o bom desempenho do ES (KOSTENSE et
al, 2012). Pesquisadores relataram anteriormente precisdo intra-ensaio variando de
6,1 a 35,5% e inter-ensaio de 8,6 a 37,6% por laboratorio para um teste de poténcia
sorologica para Pertussis (van der ARK et al, 2000). Valores semelhantes foram
encontrados para o ES, 31,99 - 31,65% e 31,82% para variagdo intra e inter-ensaio,
respectivamente.

Um estudo foi realizado para determinar o limite inferior de imunogenicidade a
GLPTN para melhor compreensdo da Sensibilidade dos ensaios soroldgicos
baseados na neutralizacao viral revelada em cultivo celular. Neste estudo calculou-
se a correlacdo entre o teor de GLPTN, medido pelo kit Elisa-D1 e o titulo de AN,
avaliado pelo RFFITm. Na revisdo de AN individuais dos camundongos,
respondedores anormais foram identificados em trés diferentes diluicbes e esses
resultados foram removidos dos célculos. Os sete lotes de vacinas utilizados neste
estudo continham concentracdes de GLPTN diferentes, variando de 3,3 a 6,75 Ul/
mL ou 88,07 a 132,38 ng/ mL. As médias dos titulos AN foram emparelhadas com o
conteudo GLPTN, a concentracdo de soroconversédo efetiva (0,0138 Ul/ mL, 0,388
ng/ mL de GLPTN) foi identificada e os resultados foram diretamente
correlacionados por regressao linear.

Os coeficientes de correlacao entre o teor de GLPTN e a média dos titulos de
AN foram considerados adequados (r 0,758), superiores aos observados por outros
grupos de pesquisa que encontraram uma correlacdo fraca (SMITH et al, 2013). O
mesmo foi observado para a BR014, cuja regressao mostrou que os resultados
também foram correlacionados (r 0,913 e 0,921). Esses dados demostraram uma
correlacéo positiva e forte entre a resposta de anticorpos e a quantidade de antigeno
na vacina, como revelado no estudo sobre vacinas contra furunculose em salméo do
Atlantico, cuja correlacdo de Pearson foi de r 0,82 (ROMSTAD et al, 2013). No
mesmo estudo, existe também uma estreita correlacdo entre a resposta de
anticorpos e a protecdo contra o desafio. Esta € outra semelhanca com este estudo
porque acreditamos que os baixos titulos de AN ndo protegem o0s animais de um
desafio ic como descrito anteriormente (FITZGERALD et al, 1978; WUNDERLI et al,
1991) e aqui foi observado que quanto menor o conteudo de antigeno pior € a
soroconversao. Os mesmos resultados de correlagdo positiva entre a resposta de
anticorpos de formulas vacinais inativadas com H9N2 tanto em frangos comerciais

como em frangos livres de patdégenos especificos (Specific pathogen free - SPF)
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também foram relatados (KILANY et al, 2016). A resposta soroldgica de frangos SPF
foi medida apds a imunizagdo com vacinas inativadas da doenca de Newcastle e o
conteddo das vacinas foi altamente correlacionado com os titulos de anticorpos (r
0,87 e 0,97), semelhantes aos nossos achados (MAAS et al, 2003).

Em um ensaio clinico envolvendo voluntarios adultos em que foram testadas
vacinas antirrabicas, as respostas de anticorpos mostraram uma correlacao entre o
conteudo antigénico da vacina e o titulo de AN semelhante ao observado em
camundongos nesta pesquisa (FERGUSON & SCHILD, 1982). Em outro estudo com
bovinos (SCHUMACHER et al, 1989; PIZA et al, 2002), as respostas de anticorpos
mostraram uma correlacdo entre o conteldo antigénico da vacina e o titulo de AN
semelhante ao observado em camundongos no presente estudo. Os autores
relataram uma correlacdo positiva entre as quantidades de GLPTN presentes nos
lotes de vacinas e os titulos de AN, no entanto, nenhuma correlacéo foi detectada
entre os niveis de GLPTN e a poténcia determinada pelo teste padrdo NIH.

Essa observacdo foi semelhante ao presente estudo (aqui se refere a
correlacdo entre o contelddo de GLPTN com a poténcia). Para um estudo de
validacao futuro do ES, sera extremamente importante incluir um maior nimero de
amostras para avaliar melhor a correlacdo da poténcia com o contetdo de GLPTN e
o titulo de AN. Além disso, estudos de validagdo deverao incluir amostras potentes,
subpotentes e limitrofes classificadas pelo EPNIH, para analisar a Sensibilidade do
ES. Desta forma, serd possivel avaliar a metodologia e propor melhorias para o
ensaio (MILNE & BUCHHEIT, 2012).

Evidéncias preliminares sugerem que os testes sorolégicos sao Uteis para
prever a poténcia das vacinas antirrabicas, estimando a imunogenicidade. Isto
mostra uma vantagem do ES, que mede diretamente o titulo de AN e a
imunogenicidade da vacina, o que pode ser conveniente na busca de substituicdo do
EPNIH. O RFFITm foi tdo eficaz quanto o EPNIH na estimativa da capacidade de um
lote de vacina em induzir protecdo contra a infeccéo por VR, como reconhecido por
outros pesquisadores (GIBERT et al, 2013). Esta mesma hipétese também ja foi
levantada anteriormente, utilizando outros ensaios para avaliar a imunogenicidade,
quantificando GLPTN (SMITH et al, 2013).

Os meétodos in vitro medem anticorpos de ligacdo, enquanto testes in vivo,
como RFFITm, medem AN e revelam diretamente imunidade humoral, sendo mais

seguros. Hoje, os testes de Elisa e imunodifusdo radial simples sdo recomendados
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para determinar o conteudo de antigeno na formulacdo de lotes de vacina humana,
mas o EPNIH é mantido na avaliagio de poténcia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2007; FARMACOPEIA 2010a; COUNCIL, 2015). Embora alguns
autores reconhecam que o Elisa foi desenvolvido para avaliar o conteddo de GLPTN
e determinar a poténcia de vacinas inativadas, eles refletem apenas a reatividade do
antigeno in vitro e sédo inadequados para avaliar a imunogenicidade in vivo (LIU et al,
2012).

Esse cenario reforca a necessidade de investir e validar testes de poténcia
sorologicos com potencial para substituir o EPNIH, em consonéancia com outros
pesquisadores (KRAMER et al, 2013). Ndo esta bem estabelecido se modelos de
camundongos poderiam prever exatamente o efeito da vacina observada em
humanos, no entanto, esta abordagem tem sido usada por mais de 60 anos, como
preconizado pelo EPNIH. Também é possivel que o teste tenha limitacdes e nédo
possa prever com exatiddo a eficdcia das vacinas antirrdbicas em seres humanos.
No entanto, ja foi demonstrado que a inducdo de AN por uma vacina € uma funcéo
da concentracdo de antigeno presente em uma dada diluicdo de vacina no EPNIH
(DIAZ et al, 1990), conforme observado aqui. Isso permite inferir que esse tipo de
teste pode ser adequado para verificar a consisténcia da producédo, sendo indicativo
da eficacia da vacina (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007; COUNCIL, 2013).

Além da reducdo consideravel do numero de animais, combinando esta
abordagem com o GMP e outros sistemas de qualidade, juntamente com a andlise
estatistica em cada etapa do processo de producdo, os testes sorolégicos na
abordagem de consisténcia podem ser aplicados na liberacdo do lote. Assim, sera
possivel obter qualidade, reduzir e refinar os testes in vivo em produtos acabados,
como indicado em outros estudos similares (KREEFTENBERG, 2002; ARCINIEGA &
SIROTA, 2012). A vacina contra a raiva € o Unico produto farmacéutico em que a
dose minima ndo foi definida, ou como ja apontado por outra pesquisa (DODET,
2011), quanto componente ativo deve ser injetado no paciente. Isso se torna um
problema para o controle dos esquemas de vacina e para a avaliagdo da
soroconversao do paciente. A OMS recomenda a mesma poténcia (2,5 Ul) para
todas as vacinas de cultura de células, que podem ser aplicadas por via im ou
intradérmica, mas os volumes de dose sao fixos apesar da poténcia do lote de
vacina variar. Por esta razdo, os resultados aqui apresentados também podem

contribuir neste campo.
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Os principios dos 3R tém sido reconhecidos por comités de ética animal como
cruciais para consideragdo de protocolos de pesquisa (IN VITRO, 2000). No
desenvolvimento dos métodos alternativos para a determinacdo da poténcia de
vacinas, o objetivo final é substituir os animais. A transi¢do imediata para um teste in
vitro é tecnicamente dificil e, quando possivel, demorada. No entanto, 0 sucesso em
intercalar a melhoria do bem-estar animal pode ser realizado pelo desenvolvimento
de métodos que refinem e reduzam a dor e o desconforto dos animais (COUNCIL,
1996; STOKES, 2000; STOKES, 2002). O ES atende aos principios dos 3R
promovendo reducdo e refinamento consideraveis. O ensaio ndo elimina
completamente a utilizacdo de animais, porém atende a parte dos obijetivos,
reduzindo a quantidade de animais em 69% e minimizando, consideravelmente, a
dor e a angustia ao suprimir o desafio ic. Outro aspecto importante é a reducéo do
tempo de prova em comparacdo com o EPNIH (duas versus quatro semanas) em
acordo ao sugerido e obtido por outros pesquisadores (ARK et al, 2000; CASEY et
al, 2011; STOKES et al, 2012; KRAMER et al, 2013).

Para lidar com os obstaculos do processo de validacéo, varias sugestdes ja
foram feitas. A principal delas é utilizar uma estratégia de concordancia em vez de
correlagdo completa com o EPNIH, onde a aprovacédo regulatoria e implementacéo
do método alternativo podem ser obtidas apdés uma correlacdo de
aprovacao/reprovacdo por meio de analise de lotes subpotentes (STOKES et al,
2012; SCHIFFELERS et al, 2014). Por este motivo, a avaliacao de lotes subpotentes
foi utilizada como ferramenta durante esta fase de pré-validagdo do ES. Ao mesmo
tempo, autoridades reguladoras internacionais também encorajam os laboratorios
produtores a considerar evidéncia de CP durante o processo de validacédo (STOKES
et al, 2012).
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6 CONCLUSAO

= O ES é um modelo preciso, especifico e sensivel para estimar a poténcia e
confirmar a conformidade com as especificacbes das vacinas antirrdbicas
para uso humano, sendo capaz de distinguir entre lotes de vacinas potentes e
subpotentes.

= A concordancia entre a poténcia correspondente no EPNIH demonstra a

Relevancia e a Confiabilidade do ES utilizando RIFFTm.

» O ES analisado emprega diretamente o principio dos 3R, uma vez que
provomove o bem-estar animal, e também reduziu o tempo de avalaicdo da
poténcia de vacinas contra raiva humana, acelerando a liberacdo dos lotes e

garantindo a eficicia das vacinas.

= Existe uma correlacdo positiva e linear entre o teor de GLPTN e o titulo AN.

= O ES utilizando RIFFT tem potencial para verificar a conformidade dos lotes
de vacinas antirrabicas de uso humano com as especificacfes requeridas, e

ser um candidato para futuras pesquisas e validacéo.

= O ES é rapido, eficiente e de acordo com a imunogenicidade induzida em
camundongos e, portanto, pode ser recomendado para validacdo como um

teste de poténcia para substituir o EPNIH.

Como perspectivas, espera-se um refinamento e uma reducdo consideraveis
no uso de animais, e 0 método podera ser utilizado para controlar a qualidade de
vacinas inativadas contra raiva humana em laboratérios de controle oficial e pelos

fabricantes.
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ANEXO 1 — LICENGA LW-17/16 EXPEDIDA PELA COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) DA FIOCRUZ.

Ministério do Sedde

FIDCRUE

Fundagdo Dewalde Cruz

Wioe- Presidéncin de Pesquisa e Comisséo de Etica
Colepies Bokigicas no Uso de Animais

LICENCA LW-17/16

Certificamos que o protocolo (P-16/15-4), intitulads “Desenvolvimento de Ensaio Sorologico
para Avaliagio da Poténcia de Vacinas contra Raiva de Use Humano™, sob a responsabilidade de
WILDEBERG CAL MOREIRA, atende ao disposto na Lei 11794008, que dispde sobre o uso cientifico no uso
de animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio
{SBCAL). A referida licenga n3o exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta
legislagio nacionall

E=ta icenga tem validade até J0A0S2020 & inclui o uso total de :

Mus musculus
= 1480 Machos de Swiss Webster, dade: 3 Semanais), Peso: 14,0000 Gramals).
= 1480 Fémeas de Swiss Webster, Idade: 3 Semanais), Peso: 14,0000 Gramais).

Rio de Janeiro, 30 de maio de 2016

Octavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA

Vice-prasaibnci & Pesguita @ Laboralivios do Refendnia - Fundacie Oswalds Cruz
By Bragil, 4036 - Prédio da Exparais - sala 200 - Manguinhos - Rio da Jansiso | RY
Telatena: (21) 3882 0421 e-mall: o Elnon b
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1. OBJETIVO

Este POP define e padroniza procedimentos para a avaliagdo da imunogenicidade da vacina
contra raiva de uso humano pelo método sorologico. O Ensaio Soroldgico para Avaliagdo da
Poténcia de Vacinas contra Raiva, alternativa ao método NIH, baseia-se na eliminacdo da etapa
de desafio do EPNIH, sendo substituida pela determinacéo do titulo de anticorpos neutralizantes
contra raiva em soros de animais vacinados, titulados em placas de 96 pocos, pelo “Fluorescent
Focus Inhibition Test” (RFFIT), que consiste na capacidade de os anticorpos contra raiva
neutralizarem o virus para cultura de células sensiveis e a presencga viral residual € demonstrada
pela técnica de anticorpos fluorescentes.

2. CAMPO DE APLICACAO

Os procedimentos descritos neste POP sdo aplicados no controle da qualidade de amostras de
lotes de vacina contra a raiva que consistam de preparagdes contendo virus rabico fixo inativado.
Abrange o controle de vacinas desta natureza destinadas ao uso humano e as vacinas de
referéncia.

O presente POP tem como POPs relacionados:

a) Preparacdo de materiais para esteriliza¢éo (65.3220.004);

b) Processo de limpeza de materiais de laboratério (65.3220.006);

¢) Boas préticas em experimentacao animal (65.3340.002);

d) Registro de dados (65.1120.033);

e) Manutencdo de linhagens de células animais (65.3430.031);

f) Ensaio de poténcia para vacina contra a raiva (65.3430.018);

g) Gréficos de controle para medidas individuais e amplitudes moéveis em ensaios bioldgicos

(65.3400.002);
h) Ensaio de poténcia "in vitro" para soro antirrabico (65.3430.029).

3. DEFINICOES

Para efeito deste POP, sdo adotadas as seguintes defini¢des:

3.1 - Vacina Contra a Raiva

Preparacao contendo virus rabico fixo inativado, podendo ainda conter conservantes.
3.2 - Produto

Vacina contra a raiva a ser controlada.

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil

Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2290-0915 CLASSIFICAGAO| | PAGINA
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3.3 - Lote

Quantidade conhecida de produto preparado em uma Unica etapa de trabalho conforme
comprovacao protocolar do fabricante.

3.4 — Desafio

Inoculacdo de virus rabico infeccioso por via intracerebral em camundongos.

3.5 - Vacina de Referéncia Contra a Raiva

Vacina contra a raiva produzida, controlada e distribuida por 6rgdo de referéncia. Esta
preparacdo serve para avaliar vacinas pelo método de NIH, sendo sua poténcia expressa em
Ul/mL.

3.6 - DE50

Dose de produto expressa em diluicdo (ou sua reciproca) que protege 50% dos animais
inoculados por via IC com virus-trabalho.

3.7 — Imunoglobulina heteréloga — soro antirrabico (SAR).

Suspensédo contendo anticorpos purificados (F-ab’ 2) contra o virus rabico, obtidos de soro de
equideos hiperimunizados, podendo ainda conter conservantes.

3.8 — Imunoglobulina homéloga — Imunoglobulina antirrabica humana (IgAR).

Preparacdo purificada e concentrada contendo anticorpos de origem humana contra raiva,
podendo ainda conter conservantes.

3.9 — Virus trabalho (VT)

Quantidade de virus rabico fixo da cepa CVS-11, produzida em cultura de células, com
composicao uniforme e conservada em condi¢cbes adequadas.

3.10 — Dose Formadora de Focos Fluorescentes 50% - DFF50

Diluicao de virus rabico capaz de infectar células em cultura e produzir pelo menos um foco
fluorescente em 50% dos campos microscopicos observados.

3.11 - Imunoglobulina de referéncia

Imunoglobulina antirrabica homaéloga ou heteréloga produzida, controlada e distribuida por érgéo

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil B )
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de referéncia. Esta preparacéo destina-se a avaliar soros em ensaios de neutralizacdo do virus
rabico in vitro e in vivo, sendo sua poténcia expressa em Ul/mL.

3.12 - Dose Inibidora de Focos Fluorescentes 50% - DIFF50

Diluicdo de produto que inibe, por acéo neutralizante dos anticorpos presentes, a infeccdo de
células em cultura, e consequentemente, a formacéo de focos fluorescentes de virus radbico em
50% dos campos microscopicos.

3.13 — Amostras para sorologia

As amostras para sorologia avaliadas por ENVRC séo tipicamente soro, mas podem incluir fluido
cerebrospinal humano ou animal e plasma (pode ser usado apenas o plasma obtido com citrato,
ou plasma obtido com heparina, mas nédo o plasma obtido com EDTA).

As amostras devem ser avaliadas para presenca de hemolise e lipemia, e se necessério, hovas
amostras mais adequadas devem ser obtidas antes do teste. Os soros devem ser inativados
pelo calor a 56 °C durante 30 minutos. Estas amostras devem ser testadas nas diluicdes finais
(ap0s adicéo de virus) de 1: 4, 1:8, 1: 16, e 1: 32 (1:2 para diluicdo de triagem) (Yager; Moore,
2015).

3.14 — Poténcia do soro

Valor da relagdo entre a DIFF50 do soro teste e a DIFF50 do soro de referéncia, multiplicado
pelo fator de diluicao inicial do soro teste e expresso em Ul/mL.

3.15 - Poténcia

Valor da relac@o entre a DE50 da vacina teste e a DE50 da vacina de referéncia, multiplicado
pela relacdo entre o volume das doses das mesmas e expresso em Ul/dose.

3.16 — Protocolo

Documento padronizado que reune todos os dados referentes a realizagdo de um procedimento
técnico e cujo registro se faz necessario.

3.17 — CombiStats

Programa de computador do EDQM para anélise estatistica de dados originados de ensaios
biolégicos de diluicdo, que inclui, além da aqui citada andlise de probitos: andlise de linhas
paralelas, andlise de slope ratio, determinacdo de DESO0, ajuste logistico de curva de 4
parametros, teste de limite para ensaios de dose Unica e combinacgéo de resultados de ensaios.
4. SIGLAS

CVS - Virus padrao de desafio (do inglés “Challenge Virus Standard”)

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil B )
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CCID50 — Dose Infecciosa para Cultura de Células 50% (do inglés “Cell Culture Infectious Dose”)
DE50 — Dose efetiva 50%

DFF50 — Dose formadora de focos fluorescentes 50%

DIFF50 - Dose inibidora de focos fluorescentes 50%

Ph. Eur. — Farmacopeia Europeia

Ig — Imunoglobulina

IgAR — Imunoglobulina Antirrdbica

MEM — Meio essencial minimo — suplementado com 5% de SFB para manutencdo de cultivo
CMe\I/UI—aIr\/Ieio para virus - suplementado com 2,5% de SFB para realizagcao dos ensaios
MOI — Multiplicidade de infecgéo (do inglés “Multiplicity Of Infection”)

OMS - Organizagdo Mundial de Saude (Suica)

PBS — Salina tamponada com fosfatos (do inglés “Phosphate Buffered Saline”)
ENVRC - Ensaio de neutralizacdo do virus rabico em células

SAR - Soro Antirrabico

SFB — Soro Fetal Bovino

SR — Soro de referéncia

ST — Soro teste

TAF — Técnica de Anticorpos Fluorescentes

Ul - Unidades Internacionais

VT - Virus-trabalho

EDQM - European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare (Franga)

ATCC — American Type Cell Collection (EUA)

NIBSC — National Institute of Biological Standards and Control (Inglaterra)

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil B i
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BHK — Baby Hamster Kidney

ES - Ensaio Sorologico para Avaliagcao da Poténcia de Vacinas contra Raiva

NIH — National Institute of Health

EPNIH — Ensaio de Poténcia de NIH

EMEA - European Medicines Agency (atualmente EMA)

OECD - Organizacéo Intergovernamental de Cooperagédo e Desenvolvimento Econdmico
USP — United States Pharmacopoeia

ISO — International Organization for Standardization

ICH — International Council for Harmonization (antes de out/2015 International Conference for
Harmonization)

CVS — Challenge Virus Standard

RFFIT - Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test
WHO — World Health Organization

ip — intraperitoneal

ic — intracerebral

MV — Meio para virus

TAF - Técnica de Anticorpos Fluorescentes

5. CONDICOES GERAIS
Para execucgéo deste ensaio deve-se dispor de:
5.1 - Amostra a ser analisada:

Quantidade do mesmo lote de produto que € mantida nas condi¢cdes de conservacgéo indicadas
pelo fabricante (em geral de 2 a 8 °C). N&o sao feitos “pools”, o ensaio é realizado utilizando 0,5
mL do produto, para preparacdes das diluicbes, por imunizacdo, entdo sdo necessarios dois
frascos (minimo de 1 mL) de amostra para cada ensaio. Porém, devem estar disponiveis 3,0 mL
do produto (6 frascos), suficientes para realizacdo de um ensaio e duas repeticdes, caso haja ne-
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cessidade.
5.2 - Padrdes e substancias bioldgicas de referéncia:
5.2.1 — Vacina de Referéncia Contra a Raiva:

Vacina de referéncia com poténcia padronizada em Ul/mL, deve ter sido estabelecida conforme
descrito no POP 65.3430.017.

5.2.2 - — Virus trabalho

A Cepa utilizada é o CVS 11, adaptado a cultura de células. O virus trabalho deve ser produzido
e controlado como descrito no POP 65.3430-029.

5.2.3 — Imunoglobulina de Referéncia

Volume minimo de 150 [IL (para 3 replicatas) do produto por prova.

5.2.3.1 - IgAR ou SAR de referéncia nacional estabelecidos frente a uma referéncia de titulo
padronizado, segundo o POP INCQS 65.3430.025, caso 0 ensaio seja aplicado ao produto para
uso profilatico.

5.2.3.2 - IgAR de referéncia internacional fornecida por 6rgdo internacional de referéncia ou SAR
de referéncia nacional estabelecido frente a uma IgAR de referéncia internacional, caso o ensaio
seja aplicado para afericdo de produto para uso como referéncia.

5.3 - Animais:

Camundongos Suicgos-albinos de 11 a 14 g, que devem ser mantidos de acordo com o POP
65.3340.002. Uma amostragem minima de 25% dos animais deve ser pesada, sendo os dados
registrados nos protocolos padronizados constantes nos Anexos A.

5.4 — Linhagem celular

A presente técnica utiliza a linhagem celular BHK-21, com no méaximo 30 passagens (contadas a
partir da semente da ATCC), em cultura semiconfluente com 2 a 4 dias de crescimento. As
culturas celulares devem ser manipuladas e mantidas segundo o POP INCQS 65.3430.031.

5.2 - Amostra para sorologia:

Volume minimo de 150 [L (para 3 replicatas) do produto por prova.

5.4 - Vidraria:

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil B )
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Toda vidraria utilizada deve ser lavada segundo o POP INCQS 65.3220.006 e preparada e
esterilizada conforme o POP INCQS 65.3220.004.

5.5 - Biosseguranca:

Os procedimentos devem ser realizados adotando-se medidas de biosseguranca descritas por
Kaplan (1996).

5.6 - Registro de dados

Todos os procedimentos devem ser registrados no protocolo padronizado, conforme modelos
constantes nos Anexos A (Ensaio de Poténcia), B (producdo de virus trabalho) e C
(Determinagé@o de titulo de virus), devendo ser assinados pelos executores e afixados no Livro de
ensaio de poténcia para vacina, Livro de registro de producgdo de virus rdbico em cultura de
células (anexo B) ou em pastas devidamente identificadas e arquivados sob a responsabilidade
de um técnico lotado no laboratério.

Os resultados de ensaios obtidos no software de célculos estatisticos CombiStats devem ser
impressos e colados nos cadernos de ensaio, rubricados e datados como descrito no POP
65.1120.033.

6. CONDICOES ESPECIFICAS
6.1 — Equipamentos, Instrumentos e Materiais Utilizados
Conforme listados nos Procedimentos Operacionais Padronizados — POP/INCQS - n°

65.3430.018 — Ensaio de poténcia para vacina contra raiva e n° 65.3430.029 — Ensaio de
poténcia "in vitro" para soro antirrabico.

6.1.1 - Material

a) amostra a ser analisada, volume minimo de 150 [IL do soro na diluicado de prova (ltem 5.1
e b5.2);

b) virus trabalho (cepa CVS-11), diluido para conter 200 DFF50/50uL iniciais (Item 5.2.2);
C) 150( 1L de Imunoglobulina de referéncia na diluicdo de prova (ltem 5.2.3);

d) garrafas para cultivo celular, estéreis, com capacidade para 25, 75 e 175 cm2;

e) solucao de tripsina;

f) camara de Neubauer;

0) cultura de linhagem de células BHK-21 (C13), (n® ATCC - CCL-10);

h) bandeja com gelo;

i) micropipeta monocanal 50-200 pL;

)] micropipeta monocanal 100-1000 pL;

k) micropipeta multicanal 50-300 pL;

) micropipeta multicanal 10-100 pL;

m) ponteiras estéreis para micropipetas;

n) microplaca de 96 orificios estéril, para cultivo celular (Falcon 35-3072);
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0) adesivo para selar microplacas;
p) parafilm;
q) pipetas estéreis com capacidades para 2, 5, 10 e 25 mL;
r) meio de manutencgéo de culturas (MEM) - Meio Essencial Minimo de Dulbecco com 5%
SFB;
s) meio para Virus (MV) - Meio Essencial Minimo de Dulbecco com 2,5% SFB;
t) agitador de tubos;
u) pipetador automatico;
V) estufa a 37 £0,5 °C, com atmosfera de 5% de CO2, umidificada;
w) estufa a 35 £0,5 °C,
X) gabinete de biosseguranca;
y) microscopio invertido, com UV, dotado de sistema de filtros para Isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e sistema de ocular e objetiva que garanta aumento de 200X;
Z) conjugado antinucleocapsideo do virus rabico;
aa) camara Umida (caixa plastica ou metélica com tampa, contendo base de tecido sintético
umedecido);
bb) salina tamponada com fosfatos (Anexo D);
cc) freezer —70 °C;
dd) solucdo DEAE-Dextran a 20% (Anexo E);
ee) tubos estéreis (para centrifuga Beckman refrigerada) com tampa de rosca, capacidade
30 mL;
ff) tubos estéreis em polipropileno, para centrifuga, com tampa de rosca, capacidade 15 mL
e 50 mL.

6.2 - Amostra a ser analisada:

Quantidade do mesmo lote de produto que é mantida nas condigbes de conservacao indicadas
pelo fabricante (em geral de 2 a 8° C). N&o séao feitos “pools”, o ensaio é realizado utilizando 0,5
mL do produto, para o preparo das diluicbes por imunizagdo, sendo necessarios dois frascos
(minimo de 1 mL) de amostra para cada ensaio. Porém, devem estar disponiveis 3,0 mL do
produto (6 frascos), suficientes para realizacdo de um ensaio e duas repeticbes, caso haja
necessidade.

No RFFIT - Volume minimo de 250 (L (para 5 replicatas) do produto por prova.

6.3 - PadrBes e substancias bioldgicas de referéncia:
6.3.1 - Vacina de Referéncia Contra a Raiva:

Vacina de referéncia com poténcia padronizada em Ul/mL, deve ter sido estabelecida conforme
descrito no POP/INCQS 65.3430.017.

6.3.2 — Virus trabalho

A Cepa utilizada é o CVS 11, adaptado a cultura de células. O virus trabalho deve ser produzido
e controlado como descrito no POP/INCQS 65.3430.029.
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6.3.3 — Imunoglobulina de Referéncia
Volume minimo de 250 [IL (para 5 replicatas) do produto por prova.

6.3.3.1 - IgAR ou SAR de referéncia nacional estabelecidos frente a uma referéncia de titulo
padronizado, segundo o POP/INCQS 65.3430.025.

6.4 - Animais:

Camundongos Suicos-albinos de 11 a 14 g, mantidos de acordo com o POP/INCQS
65.3340.002.

6.5 — Linhagem celular

A presente técnica utiliza a linhagem celular BHK-21, com no maximo 30 passagens (contadas a
partir da semente da ATCC), em cultura semi-confluente com 2 a 4 dias de crescimento. As
culturas celulares devem ser manipuladas e mantidas segundo o POP/INCQS 65.3430.031.

6.6 - Procedimentos:

A vacina de Referéncia e as amostras serdo previamente diluidas em solugéo salina tamponada
com fosfatos pH 7,6 para obter as trés diluicbes desejadas. Os animais serdo vacinados com 2
(ou uma) doses nos dias 0 e 7, e sangrados por punc¢éo cardiaca no dia 14. Os soros serdo
titulados individualmente e os titulos de anticorpos expressos em Ul/mL serdo utilizados para
estimar a poténcia da vacina, calculados pelo método de Probitos no software estatistico
CombiStats (EDQM, 2013).

6.6.1 - Imunizacéo dos animais:

Devem ser realizadas duas imuniza¢gfes com intervalo de 7 dias como segue:

a) Reconstituir a vacina de referéncia e a vacina teste conforme indica¢édo da bula;

b) Preparar 06 frascos de 30 mL identificando-os de acordo com a diluicdo das vacinas
teste e referéncia, como no exemplo a seguir:

Vacina teste 1/25 Vacina Referéncia 1/50

Vacina teste 1/125 Vacina Referéncia 1/250

Vacina teste 1/625 Vacina Referéncia 1/1250

c) Preparar trés diluicdes fator g=5 de cada vacina (Tabela 1), utilizando solucdo salina
tamponada com fosfatos pH 7,6, mantida refrigerada entre 2 a 8° C.
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Tabela 1- Diluicdo das vacinas

Referéncia Teste

Dil Vacina  Diluente Dil Vacina  Diluente
Pré-Diluicédo 1/25 05mL 12mL - - -
Diluicéo 1 1/50 6 mL 6 mL 1/25 05mL 12ml
Diluicao 2 1/250 3mL 12 mL 1/125 3 mL 12 mL
Diluicdo 3 1/1250 3 mL 12 mL 1/625 3 mL 12 mL
d) Fechar os frascos com tampa de borracha estéril, veda-los com parafilm e manté-los em
banho de gelo;
e) Executar as diluicdes em gabinete de biosseguranca, utilizando pipetas ou pipetadores
com ponteiras estéreis;
f) Inocular 0,5 mL de cada diluigdo por via ip, utilizando seringas de 3 ml e agulhas 13 x 4,5
mm, em no minimo 5 camundongos;
Q) Manter os animais inoculados em gaiolas para camundongos identificadas com etiqueta
prépria.

6.6.2 - Manutencéo dos animais:
Os animais devem ser mantidos em gaiolas apropriadas por 14 dias.
6.6.3 — Sangria:

No dia 14 ap6s a imunizagdo, amostras de sangue s&o retiradas sob anestesia com uma
associacdo de Ketamina (150mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg) ip, apds contencdo mecéanica,
utilizando seringa de 1,0 mL e agulha 13 x 4,5 mm (MASSONE, 2011). A sangria é realizada por
puncao cardiaca, deixar retrair o coagulo “over nigth” sob 4 a 8° C, centrifugar 200xG por 15 1
minuto. Inativar os soros a 560 10 C por 30 +1 minuto e manter em congelador -200 C até
serem testados individualmente para a determinacao dos titulos de anticorpos neutralizantes pelo
ensaio de Neutralizagdo do Virus Rébico em células (ENVRC) (Moura et al.,, 2008; BRASIL,
2010).

6.7 — Titulacdo de soros

As amostras de soro sdo tituladas de acordo com o Ensaio de poténcia "in vitro" para soro
antirrabico (POP 65.3430.029), que utiliza o ENVRC, como descrito na Farmacopeia Brasileira
(Brasil, 2010) uma adaptacdo do RFFIT (Council of Europe, 2016; Yager, Moore, 2015? Livro
Ruprech) a placas de 96 pocos.
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6.7.1 - Preparacdo da Referéncia Internacional:

a) Em geral deve haver neutralizagdo completa do virus até uma concentracéo de 0,031 Ul/mL de
um soro de referéncia pré-diluido para conter 1 Ul/mL, o que, quando diluido serialmente em fator
2, representa a diluigdo 1/32.

b) para realizar os ensaios, descongelar a aliquota de 1 Ul/mL diluida a 1/4, que ao ser
adicionada aos 50 pL distribuidos nos primeiros pogos da placa, passara a 1/8 e depois a 1/16
com a adi¢céo do VT.

6.7.2 - Virus Neutralizacéo

a) Até 8 soros em duplicata poderao ser testados em cada placa.

b) Pré diluir o SR (6.7.1).

c¢) distribuir 50 yL de MV em cada um dos pogos de uma placa de 96 pogos (exceto E11 a H12
que ficardo vazios ou receberdo soro normal pré diluido em E11 e 12 e controle de células G12 e
H12);

d) adicionar 50 puL da diluicdo 1/4 da Preparacéo de Referéncia diluida, como descrito acima, aos
primeiros trés orificios da placa destinados a referéncia;

e) distribuir 50 pL dos soros teste no 1° e 2° poco destinados a estes;

f) adicionar 50 yL das diluigbes 1/4 das Igs ao primeiro poco em cada linha e misturar por
aspiracdo com micropipeta, para realizar diluigbes fator 2 a partir de 1:8 até 1:64 (apds adicdo do
VT as diluicBes dobrardo e passaréo a 1/16 a 1/128);

g) transferir 50 yL da mistura resultante ao préoximo poc¢o. Repetir a opera¢do por um total de
quatro pogos para o SR (triplicatas) e quatro pogos para cada ST (duplicatas);

h) desprezar 50 yL de cada um dos ultimos pogos de cada dilui¢éo;

i) preparar trés colunas para titulacdo do virus (A10 a D12), distribuindo 50 pL de MV em cada
poco (duplicatas);

j) descongelar um tubo do VT e diluir em MV para a diluicdo de trabalho que contenha 200 DFF50
iniciais e preparar mais 3 tubos com diluic6es decimais de controle do titulo a partir da diluicdo de
trabalho (Trabalho, 1/10; 1/100 e 1/1000);

k) distribuir 50 pL da diluicdo de trabalho em cada pogo contendo soro.

6.7.3 - Titulacdo do virus trabalho e adi¢cdo das células

a) distribuir 50 pL de cada uma das diluigbes decimais do virus aos pogos de controle do titulo
viral (Trabalho A10 a 12; 1/10 B10 a 12; 1/100 C10 a 12 e 1/1000 D10 a 12);

b) as diluicdes do virus desta forma sofrerdo uma diluicdo 1/2 o que, para efeito de célculo,
representara um acréscimo de 0,3 log as diluicdes logaritmicas, e.g. dilui¢des iniciais -3,5; -4,5; -
5,5 e -6,5 passam a ser -3,8 a -6,8;

¢) incubar a placa a 37° C em estufa com atmosfera de 5% de CO2 por 90 minutos.

6.7.4 - Preparacdo das células

a) enquanto a mistura de virus-soro € incubada, preparar as células BHK-21 para uso 30 minutos
antes do término dos 90 minutos de incubacéo;
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b) a partir de um frasco contento células que tenham crescido com 80 a 95% de confluéncia,
dissociar as células com tripsina;

c¢) ressuspender as células em MV a temperatura ambiente e resfriar rapidamente em banho de
gelo;

d) agitacdes repetidas durante o resfriamento impedirdo a formacéo de agregados celulares;

e) contar as células em uma camara de Neubauer e ajustar a concentracéo para 3,5 x 105 cel/mL
adicionando MV frio;

f) manter a 4 a 8 °C (células assim tratadas poderdo ser usadas por mais de uma semana);

g) adicionar 100 L da suspenséo de células a cada poco;

h) cobrir a placa com adesivo e incubar a 37 °C em uma estufa umidificada contendo atmosfera
de 5% CO2 por 24 horas +15 minutos.

Figura 1 — Diagrama de placa para ensaio de poténcia in vitro para imunoglobulinas A.R.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A SR1 SR2 SR3 ST1 ST1 | ST2 | ST2 | ST3 | ST3 | VI1 | VT2 | VI3
1:16 1:16 1:16 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:2 1.2 1:2
B SR1 SR2 SR3 | ST1 STl | ST2 | ST2 | ST3 | ST3 | VI1 | VT2 | VT3
1:32 1:32 1:32 1.8 1.8 1.8 1.8 1:8 1.8 -1 -1 -1
C SR1 SR2 SR3 | ST1 ST1 | ST2 | ST2 | ST3 | ST3 | VI1 | VT2 | VT3
1.64 1.64 1.64 | 1:16 | 1:16 | 1:16 | 1:16 | 1:16 | 1:16 -2 -2 -2
D SR1 SR2 SR3 | ST1 ST1 | ST2 | ST2 | ST3 | ST3 | VI1 | VT2 | VT3
1:128 | 1:128 | 1:128 | 1:32 | 1:32 | 1:32 | 1:32 | 1:32 | 1:32 -3 -3 -3
E ST4 ST4 ST5 ST5 | ST6 | ST6 | ST7 | ST7 | ST8 | ST8 SN SN
1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4
= ST4 ST4 ST5 ST5 | ST6 | ST6 | ST7 | ST7 | ST8 | ST8
1:8 1:8 1:8 1.8 1.8 1:8 1:8 1:8 1.8 1:8
G ST4 ST4 ST5 ST5 | ST6 | ST6 | ST7 | ST7 | ST8 | ST8 CcC
1:16 1:16 1:16 1:16 | 1:16 | 1:16 | 1:16 | 1:16 | 1:16 1:16
H ST4 ST4 ST5 ST5 | ST6 | ST6 | ST7 | ST7 | ST8 | ST8 CcC
1:32 1:32 1:32 1:32 | 1:32 | 1:32 1:32 1:32 | 1:32 1:32

VTn — Virus trabalho

SRn — Soro Padrao de Referéncia
STn — Soro Teste

SN — Soro Normal

CC - Controle de células

(n = ndmero da replicata ou amostra)

6.7.5 - Técnica de Anticorpos Fluorescentes (TAF) e leitura:

ApOs 24 horas, realizar a TAF e ler a placa em microscopio invertido de imunofluorescéncia em
aumento de 200x.

6.7.5.1 - Procedimento:
a) Lavar a microplaca duas vezes com PBS, adicionando 50 uL de PBS a cada poco e vertendo o
contelido da placa em solucéo viricida (e.q. hipoclorito de s6dio);
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b) fixar em acetona gelada diluida a 80% com agua, por 15 minutos;

c) verter a acetona da placa em solucédo de hipoclorito de sédio e secar ao ar;

d) verificar as placas quanto a possivel citotoxicidade (falta de monocamada, segmentos isentos
de células em monocamada, descolamento de monocamadas). As observacdes sdo escritas na
folha de leitura em branco;

d) adicionar 40 pL de conjugado (diluido segundo instrug6es do fabricante), a cada poco. Incubar
a 37 +£0,5° C por 30 £1 minuto;

e) lavar com PBS duas vezes;

f) examinar em microscopio para imunofluorescéncia em aumento de 200x;

g) contar oito campos de cada pogo (ZALAN et al., 1979) como demonstrado na Figura 2;

h) anotar os resultados em protocolo apropriado expressando o nimero de campos positivos por
campos lidos (e.g. 8/8, 4/8, 2/8, 0/8 etc.);

g) ao final da prova sera possivel calcular as doses efetivas pelo método dos probitos.

OBS:

1) A lampada U.V. do microscopio de imunofluorescéncia deve ser ligada 10 minutos antes da
leitura das placas e, uma vez desligada, deve-se aguardar uma hora antes de religa-la. Os
registros de uso do microscépio devem ser realizados no formulario constante do Anexo C do
PU-3400.004.

2) Ler sempre 0 nimero de campos positivos sobre o total de campos, mesmo na titulagdo dos
SOros.

Figura 2 — Esquema exemplificando a leitura de cada po¢o de uma placa de 96 pogos, 1 a 8 —
campos microscoépicos de leitura ndo coincidentes.

6.8 - Célculos

6.8.1 - DIFF50 dos soros

Os valores obtidos para DIFF50 dos soros devem ser calculados pela aplicacdo do teste
estatistico de analise de Probitos (AUBERT, 1996), usando computador, utilizando-se o programa

de andlise estatistica para ensaios bioldgicos do EDQM, CombiStats. A utilizagdo do programa
esté descrita no PU 65.3400.012.
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6.8.2 - Poténcia (Ul/mL)

A poténcia do soro teste é calculada pelo programa citado acima, que expressa os resultados ja
em Ul/mL, pela aplicacéo da seguinte equacao:

Poténcia = Reciproco DIFF50 T/ Reciproco DIFF50 R x Ul de R

Onde:
DIFF50 T = Dose Inibidora De Focos Fluorescentes 50% do soro teste;
DE50 R = Dose Inibidora De Focos Fluorescentes 50% do soro de referéncia;
Ul de R = Unidades internacionais do soro de referéncia.

6.8.3 - DFF50

O valor referente ao titulo do VT empregado no teste, ou seja, a DFF50, deve ser calculado pela
aplicacéo do teste estatistico de andlise de Probitos (AUBERT, 1996), utilizando-se o programa
de analise estatistica de ensaios biolégicos do EDQM, CombiStats.

6.8.4 - DE50 da vacina

Os valores obtidos para DE50 das vacinas teste e de referéncia devem ser calculados pela
aplicacdo do teste estatistico de andlise de Probitos (Aubert, 1996), utilizando-se o programa de
andlise estatistica de ensaios biolégicos do EDQM, CombiStats como descrito ho PU especifico.

6.8.5 - Poténcia (Ul/dose):

A poténcia da vacina teste, expressa em Ul/dose, é fornecida pelo software como poténcia
atribuida (Ass. Pot.) com o valor da dose (ex. dose= 0,5 mL, expressar Ass. Pot. Como ?Ul/0,5
mL no CombiStats).

7 — GARANTIA DA QUALIDADE
7.1 — Avaliagéo da validade do ES:
7.1.1 — Titulacéo dos soros

7.1.1.1 — A analise estatistica mostre que ha uma inclinagao significativa na curva dose resposta
(p<0,05 - evidenciado no CombiStats pela presenca de pelo menos um asterisco) e que nao ha
desvios significativos de linearidade e de paralelismo (p>0,05 - evidenciado no CombiStats pela
auséncia de asteriscos).

Caso haja desvios significativos de paralelismo, deve ser utilizado o teste estatistico de
equivaléncia no CombiStats, que testa se a inclinacdo (slope) obtida pelas amostras é
equivalente a obtida pelo padrdo e deve ser avaliado comparando-se os intervalos de confianca
obtidos para a diferenca e a razéo entre as inclinacfes do padrdo e das amostras. Para que as

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil B )
Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2290-0915 CLASSIFICAGAO PAGINA
WWW.IHCQS.fIOCI‘U_Z_.‘bI' 013.1 15/25




134

Ministério da Satde gﬁ%
FIOCRUZ

Fundacgédo Oswaldo Cruz INCQS
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

TITULO: Ensaio Soroldgico para Avaliacdo da Poténcia de Vacinas NUMERO

contra Raiva 65.3430-XXX

inclinacBes sejam consideradas equivalentes, o intervalo de confianca obtido para a diferenca
deve compreender o valor 0 (zero) e o intervalo de confianca para a razdo entre as inclinacdes
deve compreender o valor 1 (um). Se o ensaio atende estes pré-requisitos as inclinagcdes podem
ser consideradas equivalentes e por consequéncia o paralelismo é considerado satisfatorio (vide
Figura 3).

Figura 3 — Teste de equivaléncia de inclina¢cdes no CombiStats.

7.1.1.2 - Controles nao infectados (controle de células) apresentem pelo menos uma
monocamada semiconfluente em cada poco.

7.1.1.3 - O titulo do virus trabalho esteja entre 30 e 300 DFF50, o que é demonstrado pela
presenca de fluorescéncia na coluna de VT até 10-2.

7.1.1.4 - As DIFF50 das Ig de referéncia e teste estejam situadas entre a menor e a maior dose
usadas no ensaio.

7.1.1.5 - A DIFF50 obtida para a lg de referéncia permaneca dentro dos limites de confianca de
99%.

Este critério sera avaliado langando-se os resultados do logaritmo da DIFF50, a cada ensaio
realizado, em gréficos de controle de valores individuais (x-chart) e de amplitudes mdveis. O
intervalo de confianca deverd ser calculado utilizando-se os primeiros 20 resultados, para tanto
utilizar o software SPC EXPLORER RT, instalado no Departamento de Imunologia — LVV como
recomendado no POP INCQS 65.3400.002. Os graficos devem ser configurados para realizar os
testes de desempenho (run tests) descritos na tabela do Anexo F do POP INCQS 65.3430.018 e
no POP INCQS 65.3400.002.

Este procedimento é um controle interno da qualidade (CIQ), os ensaios onde o0 resultado exceda
0 primeiro teste de desempenho, ou seja, um ponto além de 3 desvios padrdo serdo
considerados invalidos e o ensaio devera ser repetido.

7.1.2 — Interpretacdo:

A conclusdo do ensaio deve ser considerada satisfatéria quando:

7.1.2.1 — O ensaio de titulag@o dos soros for valido;

7.1.2.2 — Quando o titulo do soro apresentar 20,5 Ul/mL.

7.1.2.3 — Critérios para retestes

7.1.2.3.1 — Ensaios invalidados:

Todo ensaio devera ser repetido quando os resultados do primeiro ensaio forem invalidos. Se
uma amostra de soro for considerada insatisfatéria 0 ensaio podera ser repetido (até no maximo

trés vezes). Desta forma, quando mais de um ensaio forem realizados, utilizando o software
CombiStats, todos os resultados devem ser combinados para obter a média geométrica pondera-
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da, se os resultados forem considerados homogéneos (p>0,1) ou semi-ponderada, se 0s
resultados forem heterogéneos (p<0,1).

7.2.1 — Poténcia das vacinas
Para um ensaio ser considerado valido é necessario que:

a) A andlise estatistica mostre uma inclinagao significativa na curva dose resposta (evidenciado
no CombiStats pela presenca de pelo menos um asterisco) e ndo haja desvios significativos da
linearidade e paralelismo (evidenciados no CombiStats pela auséncia de asteriscos).

b) As DE50 das vacinas de referéncia e teste estejam situadas entre a menor e a maior dose
aplicadas aos animais.

¢) A DE5O0 obtida para a vacina de referéncia permaneca dentro dos limites de confianca de 99%.

Este critério ser4 avaliado lancando-se os resultados do logaritmo da DESO, a cada ensaio
realizado, em gréficos de controle de valores individuais (x-chart) e de amplitudes moveis. O
intervalo de confianca deverd ser calculado utilizando-se os primeiros 20 resultados, para tanto
utilizar o software SPC EXPLORER RT, instalado no Departamento de Imunologia - LVV. Os
graficos devem ser configurados para realizar os testes de desempenho (run tests) descritos na
tabela do Anexo F e no POP/INCQS 65.3400.002.

Este procedimento é um controle interno da qualidade (CIQ), os ensaios onde o0 resultado exceda
0 primeiro teste de desempenho, ou seja, um ponto além de 3 desvios padrdo serdo
considerados invalidos e 0 ensaio devera ser repetido.

d) O limite inferior de confianca da poténcia estimada seja maior que 0,62 Ul/dose (25% de 2,5
Ul/dose) para vacinas de cultivo celular como sugerido por Weisser and Hechler (1997).

7.3 - Interpretacéo
A conclusdo do ensaio deve ser considerada satisfatéria quando:
7.3.1 - O ensaio for considerado valido

7.3.2 - Quando a poténcia da vacina teste for maior ou igual a 2,5 Ul/dose para as vacinas
produzidas em cultivo celular e demais vacinas purificadas (Brasil, 2010).

7.4 — Critérios para repeticdo de ensaios
7.4.1- Ensaios invalidados

O ensaio devera ser repetido quando os resultados forem invalidos.
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7.4.2 — Amostras reprovadas

Se uma amostra de vacina for considerada insatisfatéria o ensaio podera ser repetido (até no
méaximo trés vezes). Desta forma, quando mais de um ensaio for realizado, todos os resultados
devem ser combinados pela média geométrica ponderada (obtida no CombiStats).
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B. Tabela de doses anestésicas para camundongos
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Protocolo padronizado para realizagdo do ensaio Sorolégico para Avaliagdo da Poténcia de
Vacinas contra Raiva - Folha 1

Minissinio da Saioe -
FIOCRLUZ g‘_&}
Fundagdo Oswaldo Cruz

Insitituto Macional de Controle de Qualidade em Sadde INCQS

ENSAID BORDLOGICD PARA AVALIAGAD DA POTENCIA DE VACEAS CONTRA RAIVA Protocsio n® f

1 = Pesagem dos animais.
Ramre animais | Faics peso | % Anien pesados| ne peso | sbaixe | acima Data Esguior
% g

2 - Identificagio das amosiras em tesbe:
Amostra
Referéncia
Amostra 1
Amostra 2
Amostra 3
Amostra 4
Amostra §

4

!-Eunm:dtlllush das amcosiras: Vide T N riai

Amotra Grupo Culuenia W* diluigoes | M*diluicoos | Dilcigho inicie]  Oduics final
preparade Juatadas tmulada iwtada
Reteréncia !
Amcestra !
Amcestra 2 !
Amoestra 3 !
Amostra 4 1
A cestra 5 1
3.1« Imunizagoes
Data 1. Resp. Diuigao Resp. Data 2% Resp. Diluigao Resp.
Imunizac o munizagas Imunizagag mui ]
[ r

4 = Material & sguipamento whlesdo:

Pipeta 1,000 pl - Diilusnie 1 - PES Lole:

Pipeta 200 i - Giluenie - Albumina Bovina 10, 75%: Loe:
Pipeta 5000 sl - Dibuesrie 3=

Pipeta 10000 wl: abneles Bosseguanga:

Senngas 3mL: Balanga:

Dispensador ausomatico:

PO IO N0 - Pl O — Armsz & - Fala 0
[T oL T

/ANEXO A - cont.
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ANEXO A - cont.
Protocolo padronizado para realizagdo do ensaio Sorolégico para Avaliagdo da Poténcia de
Vacinas contra Raiva - Folha 2

Miniztéric da Salde =
FIOCRUZ ﬁf‘%
Fundagio Oswaldo Cruz

Institute Macional de Contrale de Qualidade em Sadde INCQS

EMNSAID SOROLOGICO PARA AVALIACAD DA POTENCIA DE VACINAS CONTRA RAIVA Protocods n®, I

5. Esquema de reconstituicio e diluigdo de vacinas para o Ensaio de Poténcia MIH

Datas das munizagbes- 1* __ 7 [ 2 [ 1

5.1 - Vacina de Referéncia: boie; ; Poancia; L ; Reconstituida com: mi;

Poténcia final 1 - Dilubghes testadas: 1/ DA 2 A . Primeira dilulgao

consistiu da adigio de mil de vacina pura a mil de PBS, a seguir &5 demails dilugtes. fator
consistitam da passagem de ml da dilsgao anterior em ml de FBS. A segunda

imunizagae utiizou:

{ )Adiguota congelada a _ *C no equipaments,

{ )Mova amostra reconstituida em [

Vacina de Referéncia Lote:
mi

52 - Vacina Grupo 1: Amosira(s) . Potdncia; L H
Reconstituida  com:, mil; Poténca final; ui . Diluigiies testadas: 1 T ;
1 Al - Primewra dilulgio consstiu da adigio de mil de vacing pura & mi de PBS,
& seguir as demals diligbes fator consistiram da passagem de mi da diuigio anterior am

mil de PBS. A segunda imunizagso utiizou:
{ )Aliguota congelada s _ *C no equipamento,
{ )Mova amostra reconstituida em |

Vacinas Teste Grupo 1:

POP 5. 38 BIU0CK - R, 00 — Ansan A — Folha 02
CLASSIFICAGAD: 342

/ANEXO A - cont.
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ANEXO A - cont.
Protocolo padronizado para realizacdo do ensaio Sorologico para Avaliagdo da Poténcia de
Vacinas contra Raiva - Folha 3

Minisiério da Salde
FIOCRUZ %
Fundacio Oswalds Cruz

Instituts Nacional de Controle de Qualidade em Satide INCQS

ENSAIO SOROLOGICO PARA AVALIAGAD DA POTENCIA DE VACIMAS CONTRA RAIVA Protscolo i -

G - Pesagem dos animais e Aneslesia
Humero animais % Anim. pesados Diata Exscutor

% i

7 — Coleta de sangue:

Amosira Diluigdes AnimaisiGrupo Amostra
coletada/Grupo

8 — Preparo da Amosira
8.1- Centrifugacio e separacio

Centrifuga refrigerada:
Temperatura: C /1000 g/ 15 minutos.
Diata: ! I . Responsavel:

8.2- Separacio

C5B:
Responsaveal;

8.3- Inativagio

Banho-maria: H

Temperatura: 56°C / 30 minutos - Hordro: Inido:___ ;. h; Término: __ :_ h.
Responsaveal;

9 — Estocagem da Amosira

Freazer:
Temperatura: C.
Data: __ [ . Responsavel:

POF G5 3430000 - . 00— Anicay A - Folha 03
CLASEIFICACAD: 342

/ANEXO A - cont.

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil B )
Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2290-0915 CLASSIFICAGAO PAGINA
WWW.IHCQS.fIOCI‘U_Z_.‘bI' 013.1 23/25




142

Ministério da Satde gﬁ%
FIOCRUZ

Fundacgédo Oswaldo Cruz INCQS
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude —

TITULO: Ensaio Soroldgico para Avaliacdo da Poténcia de Vacinas NUMERO

contra Raiva 65.3430-XXX

ANEXO A - cont.
Protocolo padronizado para realizagdo do ensaio Sorolégico para Avaliagdo da Poténcia de
Vacinas contra Raiva - Folha 4

Miniisaério da Saide -
FIOCRUZ gi‘%
Fundagio Dswaldo Cruz

Institute Macional de Contrale de Qualidade em Sadde INCQS

ENSAID SOROLOGICO PARA AVALIAGAD DA POTENCIA DE VACINAS CONTRA RAVA Protocolo n®, I
Protocolo n®

6 = Critérios de validade do ensaio:
Data L Execulor:

Critério Valor ref. Conclusao
Regressao p<ou=0,05 |{ ) Conforme { ) NSo conforme
Paralelismo p>ou=0,05 |{ ) Conforme ( ) NSo conforme
Linearidade p>ou=0,05 |{ ) Conforme { ) Nio conforme
Referencia p>ou=0,05 |{ )Conforme ( ) Mio conforme
Amostra p>ou=0,05 |{ )Conforme ( ) Mio conforme
Amostra p=ou=0,05 |{ )Conforme ( ) NSo conforme
Amaostra p>ou=0,05 |{ ) Conforme { ) NSo conforme
Amostra p>ou=0,05 |{ ) Conforme ( ) N3o conforme
Amostra p>ou=0,05 || ) Conforme { ) Mio conforme
DEss Ref* Log DESO
Log LIC
LnE LSC
s = Coninale sistematico
Teste [ ) Validado ={ ) Invalidado, frente a0s crilérios descrilos no POP INCOS N 65.3430.018.
7. Resultados:
Amostra Resultados |%LIC | %LSC Conclusao
Referencia DEsy
Amostra Ulidose { ) Conforme { ) Mo conforme
Amostra Ulidose [ ) Conforme { } Mo conforme
Amostra Ulidose [ ) Conforme { ) Mo conforme
Amostra Ulidose [ ) Conforme { } NS0 conforme
Amostra Ulidose [ ) Conforme { ) N&o conforme
Data: [ [ . Responsdvel:

POP S5, 38 30 00K - R, 00 — Anasn & — Folhia 04
CLASSIFICAGAD: 54

/ANEXO B - cont.
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ANEXO B

Tabela de doses anestésicas para camundongos

Ketamina 50% Xylasina 2%
Peso (g)

mg mL mg mL
20 3,00 0,030 0,20 0,010
25 3,75 0,038 0,25 0,012
30 4,50 0,045 0,30 | 0,015
35 5,25 0,053 0,35 0,018
40 6,00 0,060 0,40 | 0,020
45 6,75 0,068 0,45 | 0,023
50 7,50 0,075 0,50 0,025
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APENDICE C — ARTIGO INTITULADO “DEVELOPMENT AND PRE-VALIDATION
OF A QUANTITATIVE MULTI-DOSE SEROLOGICAL
ASSAY FOR POTENCY TESTING OF INACTIVATED RABIES VACCINES FOR
HUMAN USE” - JOURNAL OF VIROLOGICAL METHODS 263 (2019) 54-59

Journal of Viesogical Methods 263 (2019) 54-59

Contents lists available at Sciencelvirect

Wit hanfls

Journal of Virological Methods

journal homepage: www.elsevier.com/locateljviromet

Development and pre-validation of a quantitative multi-dose serological )
assay for potency testing of inactivated rabies vaccines for human use ey
Wildeberg Cal Moreira™, Jéssica F.S. Freitas®, Nathalia S. Machado®,

Antdnio Eugénio Castro Cardoso Almeida®, Wlamir Corréa de Moura™"

* Inwtivio Maciono! de Contrale de Quoidods oo Soide (INCQS), Fusdopdo Cewalds Oz (FIOCRUE), Av. Broail, 4568, Monpuashay, CFP: 210400000, o de foneins,

L, Brom]
* Cenirn Broviere de Validopdo de Mifiedos Aliernaiieon (BroCVAM], MNOGS, FOCALIE, Sroxd

ARTICLE INFO ABETRACT

Kepwar: It is mandatory oo ensure the guality of bickogical products wsed in the prevention of mabies, a 00N with
Poirncy smay nearly 100% lethaliny. Fiftees milliss people recsive post-exposure prophylasts yearly. The vaccine batches ase
Habniex vacrine assessed by the Mathosal Inmitutes of Heslth (NIH) tes which has seversd dissdvantages such as sigedficant
Semclogical sy variabiliy asd animal welfare kwses. The estimation of Esmunogenicity based on tiration of nemralizing an-
e tbodies [HA) s not applied o the bumsas vaceine yer. Despise this, a stisfaciory enneentratios of KA (05 I/
ml) eam be used as & predicsor of the clisical efficacy and for estimating rabées vaccing potescy. The objective of
this snady was 10 develop and pee-validare & Serological Potency Test (SPT) usieg 1he modified Rapid Fluorescent
Faerits Inhibicion Test (mBFFIT) s determing e potency of bl veecines for human eee, demonstrarng s
relevance and rellabiliny. The sesults show good sgresment berwees the posencies determined by the SPT s
the NIH tem. The amay was able o disdepeich berween potest sd sub-potent bots of vacelses, The resules
demansrated that SFT & & viable candidane for validarion and inclusion in ph Pl & & redection aed

refimement for dee MIH e
1. Introduction batches are asseszed by viral identification, sterility and viral titers

(Brasil, 2010a; WHO, 2007; Council of Europe, 3015).

Rabiuisan.---' P i pted 1o | by Rabies The potency assay eval the i spenicity of rabies vaccines
yssavirus, Order & gavirales, family Efabdoviridoe. It can affect all wersus a reference vaccine by the NIH method (Brasil, 2010a; Wilbur

mmmak:nd.udunchﬂnﬂdhymlemnq:hﬂlnrh:lmlﬂdtn
death in almost 100% of the cases (Rupprecht et al,, 2002; Acha and
Szyfres, 2003; Consales and Bolzan, 2007; KTV, 2011). Although it was
one of the first human diseases to have an experimentally developed
vaccine used successfully in 1888 (Vodopij and Clarck, 1991), the
Warld Health Organization (WHO) lists mbies among the top ten causes
of human deaths in the world (WHO, 3014).

and Aubert, 19%6; Council of Europe, 3015). Briefly, this in wisno method
comsists of two iniraper Il (ip) ions of mice groups seven
days apart, fallowed by an intracerebral (ic) challenge with a standard
wins (challenge wirus standard « CVE). After the challenge, animals are
monitored for 14 days and the relative potency of the test vaccine is
calculated by comparing its 50% effective dose (EDS0) with the EDSO of
the reference vaccime (Wilbur and Auber, 19%46). Despite its capability

Historically, binlogicals such as vaccines have been pr i by

prndnmdb]onmplnhﬂnpﬂ]pmfbub:rn][ﬂmﬂhm de.I
cubture, and embryonated eggs), from which reproducibility is chals
lenging and carried out by potency verification methods that are as old
as the frst vaccines (Rachein o al, 20015

Rabies vaccines for human use mst have a minimem potency of 25
IUsdose and the wiral strain must demonsirate adequate ims
munagenicity (potency) for hemans. For vaccine batch release purpose,

o discrimi between potent and sub-potent lots, the NIH test has
significant drawbacks such as inaccuracy, poor reproducibility, never
been properly validated and severe ethical and animal welfare issues.
To minimize or avoid the pain and suffering associated with the ic
procedure, mice should be anesthetized (Hedrich and Bullock, 2004).

The WHO rec ds that newly developed rmbies vaccines must
be submitted fo clinical trals (WHO, 2007) and for the dinical evas
luation of rabies vacrination and licensing, the vaccine must present a

* Cormesponding authar s Av. Brasll, 4365, Manguinkss, CEFP: 21040900, Bio de Janeis, B, Brazil
E-wuil addrsises willdeberg morein@ inegs focruz be (W.C. Moeeira), jessien freitmfiisegs flocrue be (1.F5. Freia),
nathalia mechadofl megs focnee br (NS Mackado], cugenioal meideffisegs focrus by (AECC Almeida), wiamie. mouredlsegs focnee br (WoCd. hiowra).

hips:/#dolorg10.1016,].Jvicomer. 3018.10.003
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s potesey of 25 IU per dose, induciy sdeqeare seutsalizing
antibodies (MA) moers in besans which are evaluaied by ey e
Rapid Fluoreseesy Fores Inhibicies Test (RFFIT) or the Fluoresesss
Aniilaedy Vinis Neulralismien Tt (FAVN]. As antibody rites of 8 beam
05 Mmoo days 14 asd 28 or 30 after veecination is generally oon-
sidised appropriine. Thenslone, dhe concenIeation of MA dn be sl a

a dlinical efficacy preds of this producr. [ RESICITy TESE ane
already applied o sisary i a5 s al e i e chal-
lerge nest, with i izstion followed by diestion of NA (Kdmer

& al., 200, 00 Council of Funogss, 2003

Walidaries of potesey msays for vestines is rypieally based on (1)
the Type: of vaceine tested and (2) om speeifie detmils of analytieal peo-
dures, in wiieh | Y Sy mEan anEp of, S Typd-
cully, bislogiesl activiey. It coasists of & ting the rel and

seliabiliy of a methed o provess Tof @ spesific purpsse [Crganizaion
foe Economie Co-Dperatios  and Development (0B, 3005

Journal of Venlegieal Masods 267 (20 36) 54-59

Tabile 1

Mabeen vecrine saspler
Vasorines Possacy (AL doa)

Maradsriae

Var A 50 4z
Var W o] 144
VT L0} A
v I - [ 4
Ve - Gl
V- F =15 17
Vur G m ad
VW aa 150

* Baicho wers submited o heai ioeabmest. ni- oo Geied.

iy o Wl i i Witk the fashs Srals of calbes wirud, The

hﬂnumwﬁmqmmwamaw
&m Salkde (IMO0S], Fi'.htl'ui. against the &th Inhwsational Standasd

ki Tionad Col e om H isation of Technical Requirestenis
e Righsrration of pharmaseurieal lor Humas Lse (ICH, 2005).
The valididion peciess wsually evalusses [ 1
. kdity and diare precigion) m d o
Iki and qmm lighits, lissasiy, and Tha

ﬂmuﬂw]mﬁmm&mﬂlﬂm-ﬁ&m
of &n initial evaluation aming af e adpestreent, Gpdimization, and
standasdizarises of de prosocod and mesdard eperaroeal procedunes. In
this pluee, prelimisary relevance and reliabilicy date ane obiaised 10
iy the foessal valblarien snsdy or validarion imell (Organization foe
Epsmile Co-Dperabeg sid Development (DECD, 2005).

The pee-validation procss cospares the casalblare nesr witk de

il sy L o suliabiliny by detérmining aaay pee-
ﬂw.uﬁlwmhmwmuﬂmuﬂy#ﬁ-
chaive) and o The results wre cosspared 10
mmmuwuummnﬂw
potent Moo sub-potest banches. Subsegquenty, i trensferabilicy is as-
sewped {[Owgasication for Economie Co-Opesation and Developmest
(DECD, M05)

Alkasigh v praciices e usod [ raduie s safferisg sech as
the use of anestheie ageses, the NIH sz, the only em scecpond for
Felticiag rabies vaicise s for Basan e, 5 &N n acciedanss with
cerrest animal welfare recommesadarions and the 36 sirasegy. [= ad-
dition, the WHD ! lisalisg. ings by the Em-

iciry that is ped Tor xil i Eased on this,
MMMmammmnwwru
(SPT) i madhenct

2 Materials and metheds

T v asad pre-wididate the SPT, mumﬂuﬂﬂm
ﬂﬂmwmﬂmmmiu:m:tﬂim d. The

videad by the Mationsl Instinsse of Standands and Conlnel
mm.muLnummmu?nm per vial, secoading o the
WHD recommessdarions (W HD, 2008])L

23, Labaraury anisab

Swiss Websier sice [vatbred strain], sale and lesale, abow 349
uﬂudﬂ.uﬂgﬂq]ﬂ-l5g,mmﬂlyﬂmuhﬂuﬂ
el Seienee s Teckswlogy, Brasd, The ssssals were sejarated
yﬂumhuﬁmnmmmmmnﬁm
and humidicy (22 = 1°C abour 50% nelative
Lmﬂl!lwm
Fisr e SPT, ssio wise sepasalid inke thiee groups of five animek
ench Tor nestisg theoe diluicss of the veecise samples. For dee NIH sest,
16 mdoe wene mid for each of the three vectine dlutions ssd deres
proups of 10 mice wene used for visus titation. The siudy wis approved
by the Flioeruz Instinstions] Animal Cane snd Use Cosssires (LW-17
16

24. NIM potency fest {NTH)

Vadcie samphes wens lisiéd by MIH &5 deseribed in e Brazlisn
Pharmacopoeis (Boaed, 2000a) The asay consssed of rwo ip im-
msiationg (0 and T dayl, with 0.5 1 of the dilstion (ample A—E
and H: 1,625, 1125 sl 1/625; sample E assay 0318 1,250, 1,/1350
and 1/6250; sample F oamsay 07/18: 171100, 1/5500 and 1727500
sample Gz 1,200, 171000 ssd 1,/5000) of the samples o Refvae {1,350,
17250 and 1712500 On day 14, the challenge wes perforsssd by ie
mmnmmuuﬂmmuumm

dard (CWE] The CVS wis diressed du; sy The animals wene

SPT — O dysis 10 i

2 1. Vozsins samples

Efght barches of busan sabées vaerine (Rabvae - Samodi Pameur,
Frasaza) appeoved bn the NIH sest were selected s labeled fros A 1o H
[Table 1] The freene-dried Kol contaiss 005 sl diluest in one-dose
mmawhvmﬂwummlmu

strmin of rubies vinss, inacti d by e riol and peified.
TItmlnlmupuﬂq’:qurdhlBM.fﬂnu.lﬂumnﬂ:uhn,
five: Barches (A, B, Iy, E and H) were submimed 1o Bea

527+ 1'C e 485 = 10 min o> obieis sab-podenl vaceings [Table Z).

2T Referense vacecing
Thee Brurilian National Rabbes Rl Vaccise BRO14 (Refvac) is
a cial lax all d in Oonolesr 2009 and i b e sase

oberved foe 14 days and upos developstent of rabics signs, besane
endpaims wese applied [Srasil, 2000l The relarive polencies of wee-

eine Jols can be sees in Table 2
25 Serolagical potency test for Fabics vaceines of buman wse [SPT)

mmmmmmmummm
! The G challenge step was replaced by cundise p
under anesthesia and the numbes of anissals was reduced from
16 1o 5 per diketion. Mo visal Giralios was perfomsed. For
MM|MWHNM-MHMMMSPTH11“]
ass, d mice were evaluated by souified
Foris inhibithsn esr alapted Tor SS-well Sseroplane (SRFFIT) (Table
). On day 14 afuy isSmunizakes, the mdmals were blal Afer ne-
mumumummumw-m;h
15 & | mbs, e SEra afereed B0 sperle i 1
Eﬁtl'cmrhzlulqtﬂl.quu-m:l'cmhﬁq_ln-
divideally Dested.
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Table 2
Relarive wst and MIH agairst BROT4.
Vaodm ST ap-WHO NH
LEYAR i et Kaule ! o e
Fesmey Cenfdeye aval ) Poimcy Confdeas besval &) Poacy Cosfidemes ntwwmbi®) Poeoy Confdenes el (%)
UL dext) (U dew) (UL doea) UL dea)
A 381 x-S o' - 1509 4233507 [T -
B a3 ME-SIED [T - La44 4A0-343 [T -
[+ BE2 B8 -2 X S£% - 1758 B3 4342409 and AE-£183
o ) BME-SED o' - & AE0-TH T ad -
E BAE H2-5%E1 o' - &A™ Sad-1ES ans 134T

Potency dessm inadon apprazch 'omaff = 005 U/ ml as the mintonm senconversion dire Acoepance crieri: significant slope in the doge msponse curve; Sere
areno shgniflcan deviad o fom leeariy and paral b b the FDS0 of dhe referance and et vaoe ines les berwaen the lowest and s bd ghest dose applied o the
andrals ®ie FDS0 obtainsd for the mdenmn o vaosine remaine within e 99% confidence lmis in die comaral chan, the potency =25 107 doge and the kower
comfldence limir of ®ie srimaed potency b geeaser than 062 M) 7 dose (25% of 25 TS dooe).

*Sample with non-confomn powncy was repeawd 3 Potency caloulawd by the manubicurer. “Hes wesmem 52 +17C for 485 + 10 min_ fThe confldence

inrerval conld not be detesm ined nf - Dot Desned -

The serum samples wene two-fald serially diluted from 154 to 1,32
and the working vins suspension wes diluted to onwin 200 50%
focus forming doses. The plates were incubated at 36.5 = L5°Cin a
humidified incubator with 54 GO, for 90 min. Subsequently, BHE-21 at
a concentration of 3.5 = 107 w=lk/ml was added and the plates wens
incubated for 22h. The plates were washed with FBE, fived with 80%
acetane and inmbated with the commerdal abies nudeocapsid cmn-
jugate (Bio-BAD, France) at 37 °C for 30 min After washing and drying,
the plaes were analyzed under UV micnsmpe to determine the
number of pasitive fidds per well (Brasil, 2010k Mowra et al., 20080
The NA titer was caloulated wing the probit analysis in CombiStats 5.0
(EDOQM) and expressed in I /ml

In arder to dhoose the most suitabl = caloulstion method, the relatve
potencies were determined in SPT with thres caloulation approaches.
The WHO approach (apWHO), with a cutaff of 205 IU/ml 2 in-
dicative of serocomersion titer (WHO, 2005 a mode] of paralle] lines
with the absalute NA titre in IU ml of esch mouse (ap-THA) was used.
In the tird, called the Advisory Committes on Immunization Practies
{ACTPF) approach, the out-aff =012 TU/ ml { Maming =t al, 2008}, was
adopied 2 indicative of serocomversion

The minimum patency requirement adopted for the SPT wes =25
Ulfdmse, 25 in the MH.

26 Sotichion] analyds

The Microsaft” Fxcel, GraphPrism’, MadiCak’, and CombiSts’
were used for the sttistical anahsis. The potency results weres loga:
rithhmic ramsformed to improve the nommal distribution fitting when
nErE=mary.

The weighted least squan= method and probit analysis were ussd
for ramsforming the sigmaid dose-response owrve into a straight line
that can be further anal yzed by regression through either Jest sguares
ar maximum likelihood (Fimey, 19711

The nommal distibution of the reults wes svalatel by the
Omnibus [FAgosting & Pearson nomality test (Miot, 20170 Simiarity
af the com=spanding poencies betwesn the SPT and NIH wers esti-
mated wsing: student £test for paired samples, analysis of varance
{ANOWA), simple lnear regression, comelation, Cohen Kappa coeffi-
cient, Lin mmelation meffident (pd, and confidenae intervals (CTL

In the SPT relevance study, student est, ANOVA, Pearson mme-
Iation, sensitivity, specificity, accuracy, positive and negative (FFY and
NPV) predictive vahies were applied for describing the SPT perfor
manee while the Cohen Kappa agresment index svaluated the con-
oordanae of the reslts with NTH and mainly its ability o differentiate
patent from sub-potent hatches. The Cochran © test was performed to
determine homagensity of variances.

The relishility was determined by cakulsting the intra- and inter-
amay variances from the kogarithmic tanformed NA titers of the
Befvac by dilution in three nms of mBEFAT. Intra- and imter sy
geometric cosfficents of variation (gCW4) wer= obtained. The 5PT
predsion was abo demonstrated by comparing it with the potencies
abtained in NH by the pc and 95% CL

3. Results
A1 Semdordiztion of the saological poency =t

The vaccine samples were submitted to the S5PT and the sera of
immunized mice were titrated to deermine the vacdne nelative po-
tency and to demonstrate SPT relevance and reliahility. The apWHO
presemted the most suitahle caloulation for relative potendes and it was
chosen (Supplemental Table 517

A 1.1. Antibody Stration by mRFFIT

Supplemental Tahle 52 shows the mw data far the in vito mbies NA
titers of 344 serum =amples from vacdnated mice. Aiming at pre-vali-
dating the SPT, 11 test runs were performed and the data wene wed to
caloulate the poency by the SPT. The SFT n=sults for the samples r=n-
dered sub-potent by heat trestment were in agreement with the NIH
test. The NH =t was not performed with the sub-potent [} vaccine
{Tahl= Ty

A2 Prevalidetion of the serolopion] poemncy =t

Ax]. Reevave

The ap-WHO was ussd in material and methods by statistical ana-
lyses. The resulting of NIH and SPT were compared by one-way ANOWA
to determine whether thers wes a significant difference betwesn them
and there wes no statistically significant differences betwesn NIH and
SPT (F 3067 p (L1125) semological potency, although a trivial heiero
geneity was observed betwesn the alsalute values of the vacdne e
Iative patencies (F 408 L0079 The hamogensity of variances be-
twesn SPT and NIH =t for veccines A, B and © wes considersd
hamagensows (C 0.7256)

A relevance smdy wes performed with the potencies showm in
Tahble 2. In this evaliation, all the results were conmrdant when the
relative potency was caloulated in SFT. The relative potencies were not
significanfly different 25 shown by the paired student & test at 5% The
camparisan betwesn SFT and NIH showed agresment betwesn the e
sults, induding for sub-potent vacdnes. The differ=nce betwesn the
means was 40,1094, with a standard deviation of 0.2308 (r 1423, p
X019, r L9RETL
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Fig. 1. (A} The relavhve potency caloolaton apperoach e MPR - mdnimmm po-
ency reguiremen =25 M/ dose) Pearson coanelation of the potecy logs-
ridires (B} berwesn 5PT apWHO and NIH nea.

Fig. 1 shows the relative potency by NIH and SPT of the sight
baiches of Ralvac{ samples A<H) plus the Refvac, intaling nine samples
{Fig. 1A} The patency determination by SPT showed that five hatches
were compliant {225 I /dose]. The Peamson cosfficient was significant
p = 0.0%) while SPTand NIH werns highly correlated with r 09267
08589) and linear regression equation ¥ = O7MEN + 002809
{Fig. 1BL

After categorizing conmondant (pess) and discondant (&l to pass)
samples, the SFT and NITH resuls wene cmmpared for determining sen-
siivity, spedficity, acumcy a well 25 posiive (FPY) and negative
(NFY) predictive values for profiling SPT performance. In this com-
parison all indexes found were 100%, demomstrating a perfect agnee.
ment betwesn SFT and NIH test r=sults. The Cohen Kappa indexwss for
the SPT results wene also verifisd using the categorized data and the
relationship between SFT and NIH presemted a grest concordance
strength (Kappa L0 The SFT precision wes demonstratesd by the pc
omsidersd satishaary (0.84) while Peamson cosfficient (p) wes ex-
cellent ((L93). The SPT had betier performance, displaying 93% acm-
racy under ideal conditions, by the Lin Conmrdance Coefficient, thus
agresing with the NIH when identifying subpotent batches. Alsa,
trueness {(capacity toidentify the troe value) was svaluaied 25 excedlent
{0.98) (Tahl= 3}

The pc graph ofthe SPT and NIH ar= shown in Fig. 1B A satisfactary
agreement i observed, demonstrating a higher cmncondance and @r-
relation. The Ol of vacdne potencies for the NIH and SPT are plotted in
Fig. 2. To demonstrate the calmlation predsion, the lower and wpper
omfidence (25% and 400%) intervals for the calmlsted poencies are
plaotted 25 well, 25 recommended for the NIH st (Brasil, 2010a). The
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Table 3
Summary of smrbcal analysts of the seralogical poten oy e agai de NH
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Fig. 2. 95% Confidence intervals upper (10} and bow (LCL) comrol limirs of
the relarive poencies desrmined in the NIH and Serologic Potency Test. The
sample C which was ercdinded doe o high variabiliry, Is not represemed in
these flgures. n= 4

vaccine G imterval wes very wide, thersfare, this outher sample was
exchided due to high variability, allowing to daborate a more didactic
chart it wes observed that the potency values caloulsted in SFT wens
outside the CL

322 Rebiabilty

Poals of ssra from thres different dilutions (1250, 1:250 and 1:1250)
af the Refvac from two independent SPT assay mms (01 and 02517)
wene e=sied in mEFFT in thres new sy mns (SPT 06, 08 and 09718
The r=ults were ussd o evaliate the reliability by determining the
intra- and interassy predsions. Intra- and ner-aesay variances of the
NA titer logarithms were @lolated by dilution. The intraassay gCV%
af 31.99 (SPT 01/17) and 31.65 (SPT 02/17) and imter-aesays gCW of
SRR

4. Driscussion

The present sudy was camied out o pre-validate a serological po-
tency test (SPT) for human rabies vaccines, in consonance with other
researchers (Kramer =t al, 201 7). The SPT wses fewer animak (n = 15)
campared to the NTH &=t {n = 48], providing a considerahle redudion
{69%) of the wse of animalk. In addition, a refinement is achieved by
meplacing the ic dhallenge by blood sample collsction under anesthesia
and reducing the test durtion by at least two wesks.

Three different patency @loulation approaches were ussd o com-
pare the NIH and SPT results. The calmlation wing the ap-WHO pro-
duced better agreement betwesn SPFT and NIH, when the interpretation
wass based on an indirect quamtal endpoint with all ar nothing respomse
{semomnversion or no serocomversionl. This was bassd on the WHO
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recommendation af (L5 I m] rabies neutralizing antibodies titer 25 the
climial predictor of vaccnation respomse (WHO, 20070 In all runs i
which SPT ap-WHO was used, valid assays were obtzined and this ap
praach was chosen for the pre-validation stdy.

The SPT relevance had great semsitivity, specificity, acomaaor, PR
and NPV, indicating a perfect performance. The carrelation coefficient
{r 0.9267) showed high agresment with NIH a5 observed by other re-
searchers for in vitro aeay (ELISA) (Gamoh =t al, 19596 Perrn =t al,
1990 Gibert =t al, 2013; Morgeaux et al, 2017) The SFT also had 2
higher comelation compared to the fluoroi mmamoes sy test (Lin =t al,
2017) and other semalogial tests (Kramer =t al , 2004% Winsnes =t al,
200 Hendrilsen et al., 19910 A few differenos were olmerved when
camparing the relative poencies obtained by S5PT and NTH. However,
full compliance of absalute potency values cammat be expected due to
the high lack of acowacy inherent to animal and cell assys (Kramer
et al., 20013; Siokes et al, 201X Schrock, 2012 Rieder et al, 200100
Drespite this, the SPTand NIH results were highly cormelated 2 neguined
by Sinkes =t al (2012

A modem approach for comparing assays is the understanding that
the substitue= method should not be required to hawve a significant
camelation with the refersnee method, since the NIH has inherent
variability. The new test shoukl agree with the clinical potency of the
vaccine and should be able to discriminate betwesn patent and sube
patent lots. This is why some authars refer i “zgresment”™ mther than
“mmelation™ (Fumpean Partnership for Alernative Approaches (EPAA,
2012, although many studies stll use comelation 25 a method of
amalysis (Kramer et al., 2004, 201 % Morgeaux =t al, 2017). Asthe NA
titer can be used 25 a dinical effimoy predicor of mbies vaoines i
humams (WHO, 20{5], the SFT can directly predict the vaocine dinical
patency, a requirement refermed by the EPAA (20120

The SPT sensitivity was higher than that observed by Chabaud Eiou
et al (2017) inseralogial 2o ys using ELEA, and the 94% reparted by
SigaillotClaude =t al. (20151 This high semsitivity revealed ane of the
major SPT advantages reganding rscognizing rabies antigen as identi-
fied by other neseamchers (SigaillotClaude =t al, 2015, Another im-
partant fachor alresdy mentioned by others & the different natmre of
endpaint used in sxch et NA titers in SPFT versws srvival raees in NTH
(Kramer et al, 2013). In this matter, although it dearly influenced SPT,
we add that the method wses probit analyses for potency determination,
a5 NIH, minimizring this effect.

The SPT results of unireated vacdnes wens sxamined inconjundion
with the sub-potnt samples. The wme of sub-potent products ar bor-
derline samples & impartant to assess the methodalogy (Milne and
Buchheit, 20121 Poture validation studies should include borderine
samples clasified by NIH to aco=s the SPT sensitivity. The SFT and
NH results were mncondant, ie., the method was able to distinguish
betwem potent and sub-potent batches, and in agre=ment with NIH 2=
previnsly described (Kramer ot al, 2001% Gibert =t al, 2013) but in
disxgreement with previow smdies (Servat =t al, 2015) in which a
serological potency assay wsing the mBFFIT and FAVN tests failed
identify regular and sub-potent lots. Other groups found only satisfac.
tory agresment for identifying nonconforming lots (Morgesmn =t al,
2017 Chabend- Biou =t al, 20171 Some resexrchers have found sensi-
tivity indexwes varying from 55 o 68% (Servat =tal., 2015), and from 47
o 9% (Kramer =tal, 20100, both lower tham the value olserved in this
studhy.

Differences were observed betwesn the individual responses of the
mice in the test vaoine and VacRef groups, where there wes a betier
respamnse in semomversion. In partouar, significant differences may
indicate a change in the immame status of the mice or in other aspecs of
animal hwsbandry (van der Ark =t al, 200070 High, low, and non-re-
spander animals were ohserved in the pr t study. Non-respancd
were found primarily in animal groups vaccinated with lower vaccine
doses 25 previously observed (Kramer =t al., 20130 The exdwion of
nan-nespanders may influsnce the test result, sines this failure may be
nat entinsly intrinsic o the animal, but may be due to a sub-poent
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vaccine (Kramer =t al, 2010).

Ther= & a gap in the detection of true non-responders, miking
guestions about a given vaccine batch having low potency or the animal
being non-respander. Cellular kinetics studies are necessary to cam-
plement and identify true non-responders a5 suggested by same e
searches (Bordignon et al, 2002), thus determining with confidence
haw mamy individuals can be discarded from the potncy @loulations.

The SFT =} e ookl be o rated by the perfect perfor-
manee (The United States Pharmacoposia (LSF, 2017 The Cohen
Kappa cosfficient indicated grest concordance strength of SPT when
adopting the concordanee tendency mther than the comelation (Stokes
etal, 201% Schiffelers ot al, 20141

The SPT acowracy of 100% obtained from ssnsitivity calalation was
higher than previously fowund, with Ol comparable o that of ELISA
{Chabemd Rimu etal, 20171 n the present sidy, o ampare SPT and
NH direaly, 5PT wes performed 25 a direct adaptation of the NIH
protacal, inchiding dose range, 25 wed in NOQS, but only 5 mice per
dilntion wene used in 3 dilutions per assay. The Cls were brosder than
in NIH, differing from those found by other anthars (Kramer =t al,
2013 This result shows the nesd for adjusting the dose (dilutions)
range to be used in the SPT, in onder to improve the similarity of re-
spanses between reference and =t vaccines, a basic zeumption for
biological assx=. Once the proof of mnoept was established, the
method can be transferned to at lexst one additional Iaboratary with the
adoption of a fourth dose which muld re=salve this adjustment.

This wider Cls may be alo pobably explained by the variation
within the group of animals in SPT. Some mice developed titers higher
than others in the same group and in e Refeac group, which is i
acoardance o previous stmdies (Kramer et al, 20097, NIH is also in-
fluenced by the varability of individual immune respanses although
not 2 obvious 2 in the SFT. Another determinamt factor for the wider
Cls found wes that the reference standand used in the SFT propossd
here was calibaiesd in the NIH. Thersfore, prior calibation of the
standards in the SPT itself is strongly remmmendesd for a fuure vali
dation study.

The sample failure to reach minimum potsncy requin=ments was
readily remgnized, d mating SFT =l ce. This aspect is of
particular impartance with regand to the relesss of anti-rabies vaccne
baiches (Krimer =t al, 20090

Relizhility is a pre-requisite for the validity of s enol ogi cal assays dus
to it ability © estimate the vacdne poective actvity, which wes
readily obtzined with the propassd SPT (Hendriksen, 1995). The asay
predsion asessed by the interassay peometric cosffidents of variation
was about 3%, indicating the good performanes of SPT, and con-
sidered adequate (Kostense ot al, 2012 Reseanchers have previously
reparted intraamsay predsion varying fom 6.1 to 355% and inter-
amay from &6 to 37.6% per batory for a Perhissis Semlogial Po-
tency test (van der Ark et al., 20007 similar vales were found far the
SPT, 31.99 31L65% and 31.82% for intra- and interassxy varistion,
repectively.

In condwsion, the SPT is an acomate, specific and sensitive model
for estimating potency and @nfirming compliance with specifications
af mbies vaocines for human use and it & a candidate test for fotore
research and validation. The assay was able to distinguish betwesn
potent and subpotnt vaccine lots. There wes satisfactory agresment
betwem the mm=spanding potency in the NIH @nfimming preliminary
melevance and reliability data It can ako reduce test duration,
streamlining batch release and improving amimal welfre, while en-
suring the efficacy of human vaccines.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Rabies lethality is close to 100% and anmually 15 million people receive past-exposure prophiylaxis. Testing for

waccines agadinst this zoonosis should ensure its quality. A standardized test by the National Institutes of Health
Glycapratein (PIH) test, based on mice immunization and challenge, has been used 1o determine the potency of vacrine lots. it
Imasunogenicicy bax several dissdvantages, the main one being its significant variability. Several in vitro methods like an
ﬁn Enzyme-linked immuncsorbent assay (ELISA) have been proposed based on the quality and quantity of glyco-

protein {Glpiny of mbies virus, bui may also present limitaibions such as low sensitivity, instability and im-
precision. The estimase of immunogenicity based on neutralizing fy titer (Mab) bya logical
et (5T) such 2= the Modified Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test (mRFFIT), is not yet efectively applied for
bumon vaccine. Nevertheless, 5 Nab concentration can be ussd as a predictor of clinical efficacy of this product
in vaccinaied humans, so, that can be applied in estimating the vaccine potency. The aim of this stedy was o
werify the bower lmit of immunogendcity of the viral Glpen content in mice using mRFFIT. The lower Glpn
content by ELISA able to induce Mab response was determined. The results were correlated and demonstrated
that ST was able to the Glpin city lower limit. Our findings suggest that a t=xt based on
rabies Mabs may represent an additional aliemative for the evaluaiion of rabies vaccines.

1. Introduction viral identification, sterility and viral titers. In addition, the viral strain

miisst have o d ad icity for b (Brasil,

Rabies iz an almost 1008 lethal 2oomosis transmitted to humans by
the imoculation of rabies viruses (RABV), which are members of the
Rabies lpssavinsgenus, which belongs to the Rhabdoviridae family and
Mononegavirales arder (Rupprecht et al | 2017; ICTV, 2011). Almost all
vaccines are based on the functional aspects of G glycoprotein (Glpin],
the major antigen of the virus that confers immumity against lethal
infection. Antibodies exert their effect by extracellular virus neu-
tralization, complement-medisted lysis of infected cells, and antibody-
dependent cytetoxicity (Mattos et al, 2001). The antigenicity of Glpin
is conferred by two dominant antigenic sites (11 and 1), composed of 20
aming acide oot of a total of 505 (Dietzechold &t al., 1990 Benmansour
et al., 1991).

Human rabies vaccines have their potency assessed by the National
Institute of Health {NIH) est (Se anmn, 1966) and must have 2.5 IU/
dose ax minimum potency (Brasil, 2010a). Batches are submitted bo

= Corresponding author.

2010 Council of Europe, 2015k

The first potency et in mice described was the Habel test (Habel,
1966), which was originally developed in 1944, and it was progres-
sively replaced by NIH test This is an in vive method consisting of
intraperitoneal (ip) immunization of mice groups, followed by an in-
tracerebral (ic) challenge with standard virus (CV5) The animals are
muenitored for 14 days post challenge and the relative potency is cal-
oulated by comparing their mean effective dose or 50% (EDS0) with the
EDSD af a reference vaodine (Wilbur and Aubert, 1908),

In the last decades, several antigen and sevological quantification
muxlels have been developed as potential alternatives for the activity
assay. An example of this is the serologic asay based on fluorescent
focus inhibition test (RFFIT) for inactivated veterinary vacine (Krimer
el al., 2009, 2010). The Euwropean Pharmacopoeia proposes btwo
methods for determining the potency of this same vaccine (i) the

E-mail addrecces: wildeberg moreirafiinegs. fincnez br (W.C. Maoreira), nathalia machadogiinegs fiornsz br (N5, Machadn),
jessica freitasiinegs finenebr (JF 5. Preitx], sugenioalmeidaiiinegs finoroz br (A ECC Almedda), wlamir mourag@inogs. fiocruz_ br (W.Cd. Moura).
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clemical challenge =t and (i) the titration of nentalizing antibodies
(Nahb) induced afier mice vaccination, revealed by RFFIT {Coundl of
Euwrope, 2013} Although the method based on Nab & faster and les
painful for animals, it & still not widely used and there are anly f=w
dats about the agresment with the clasial method (Fitzgerald =t al,
1578 Kramer et al , 2009 Another disadvantage is that this test is not
able i determine the potency of a vacdne. n Braml, the challenge
method and d agenic activity are applied D =-
bies vaccine (Brasil, 2010a). Por inacivated veterinary vacines, the
Agriculture Ministry curmently uses the NH test (Brasil, 19887

Antigen quantification models amticpate total animal replacment
and mezsure the amowunt of antigen or immunog=n of the vaccine. These
inchude the single mdial immunodiffusion assay (Ferguson et al, 1996),
which was accepied in the batch relese (Brudoner ot al, 2003, the
antibody binding =t (Arko =t al, 1973) and various Enzyme-Linksd
Immunmarhent Assay (FLEA) protocols (Pemin et oal, 1990
Roaijakkers et al, 1994 Gamoh =t al., 1996). Amang these, there & an
ELISA used by the National Control Labaratary of the National Agenoy
for the Safety of Medicines and Health Produds of France (Agence
National de Séourité du Medicament =t des Produits de Santé) o
cuantify the vimal Glpm in vacnes withowt adjuvant (Stokss =t al,
2012 Several ELISA assays for rabies vacdne potency have besn
propased 2= alternatives to the NIH test (Femin et al, 1990 Boodjakders
et al, 199%; Gamoh =tal, 1996). Others are still under development,
such a5 FLEA for viral Gprotein in human antirabies vaaine without
adjuvant (Morgeaux et al., 2017, Chabaud Riou =t al, 20171 These
methods for rabies Goprotsin estimation wing manoclonal antibodies
dinected agminst site I1] (Nagarajan et al., 2004 Gibert etal., 2013 ar
site 11 (Gamoh =t al., 19946 Loo et al, 1998) of this protein.

However, there ane still several scientific suspicions far the applic
catin of seralogial or antigen quantification models that lead ©
hesitations reganding the acceptance of these methods for regulatary
purpasmes {Stokes et al, 2011; Schiffelers etal, 2014} Although it hes
alrexdy been shown that induction of Nab by a vaccine i a function of
the antigen concentration present ina given vaccine dilution in the NTH
test (Daz =t &l 1990}, there are doubis whether the mice ars suitable
madels and muld predic sxacly the vaxrine effect in man, ar the o=l
mediated response. It & also possible that the NTH =t has mitations
and @n not acurately predic the effsctivensss of mbies vaocines i
humans. This allows us o infer that with this type of test it is not
passible to predict vacdne efficacy in humans or in a o=llmedixted
respamnse, but it is an adequate test to verify e omistengy of pro-
duction by appl ying trend analysis. The present study aimed to evalnate
the lowest Gpn content {determined by D1 ELBA kit - Fasteur n-
stituie, France) aapable of inducing a suitable Nab response (= 0.5 U/
ml) in mice, using modifisd RFFT adapted for 96 well microplate
(mAFFIT).

mation of i

2, Animals, materials and methods

Tests were carmied out in arder to assess the s=mological assay sen-
sitivity and establish the comelation betwesn immunaogenicity and vimal
Glptn mntent to deermine the lower limit of immunogenicity to vimal
Glptn.

21 Lohoratory aumals

Swizs Webser mice (outbred strain), male and female, about 3-4
weeks okd, weighing 10-15g, were obtained from FIOCRUZ / Institute
af Biomodel Science and Technology (ICTE - Brazil). Animals wers
separated by genus, housed in appropriste cages with water and food ad
libitum, kept under controlled emperatre and humidity (2 = 1°C,
about 5% relative lmmidity and 12 12h photoperiod).

Par the NIH test, 48 mice were wmed per vaccine, 16 animals for each
af 3 dilntions and 3 groups of 10 mice for vims tiration. Far the
Sernlogical potency test (SPT), 15 mice were wmed per vamine, 5

Jownal of Wralogicnl Meshode 254 (0790 21-37

Table 1
Rahies Vaccine Sampiles.
gl oty (U dias)
R italuaz
Vas 1 oy M4
Vac 2 &1 48
Vac 3 = &
B4 an Mo
Vacs = E
Vacd = 44
Vae 7 -1 -

Potency desermined by NIH et o — oo nested. na - ot applicable.

animals for each of 3 dilutions, bath for the samples and reference
vaccine (Morsira etal., 20190 A otal of 1289 amimals wens used in this
research in 5 NIH tests and 7 SPT tests. This study was approved by the
FICCRUZ Institutional Animal Care And Use Committes (LW-17/16.]

22 Vaccne somples

221, Test vaxines

Seven batches of rabies vaccine that were approved in potency test
in the abomtory moutine were selected. Rabies vaccines ane presemted
a5 freemedried with 0.5 ml diluent in one-dose vials. They ane produced
in Vero cells wing the Wistar PM/WDES 1503-3M strain of BARY, in-
activated by betapropriolactone and purifisd. The minimum potency
requined is 2.5 U/ dose (Tahble 1.

222 Reference vaoine

The Brazilian National Rahies Refrence Vacdne BRO13 (Refimd) &
a cell culture vaccine produced in Vero cells, using the RARY PY strain,
inactivaisd by betapropriclsctone and lyophilimed i multi-dee viak
The lot was manufsctured in 2005. The BRO13 was certified amornding
to WHO remmmendations (WHO, 2006}, by the Instituto Nacional de
Controle de Qualidsde em Safde (INCQS), FIGCRUZ, agamst the fth
International Stamdand provided by the National hstitote of Biological
Standards and Control (NIBSC, UK}, with the atriboted Glpin content
af 953 I /ml.

The Pasteur Rabies Reference Vamrine (Pasvac) is provided with D1
ELISA kits - Pasteur lstifute (Pramce) with the atnboted concentration
af 1000 ng/mL of RY Gpm

23 NH tet

The NTH test mmsisted in two ip immanzations (0 and 7 day ], with
05ml of the diltions (Vac 1-3 and 57 - 1725, 1/125 and 1/625) of
the test vaxrines ar Refrac (17540, 15250 and 1/1250). The challenge
wass perfaormed on day 14 by ic rowte with abowt 32 LDS0Y 0003 ml of
CV¥S. Simultaneowsly the challenge vimus was titrated. The animals wens
observerd for 14 days and humane endpaints wers applied, when they
developed signs of rabies. The acceptance aiteria adopted were thae
demaribed in the Brazilian Pharmacoposia (Brasil, 201 0=).

24 Seologeal potevy st for rabis vaorines of luman use (SPT)

In order to standardize the SPT, for the determination of Nab titers
agimst rabies, sera from vaccinated mice wers svalizied by mBFFIT.
The vacodmation schedule ¢ in two ip i izations (0 and 7
dayl, with 0.5ml of the dilutions (Wac 1,2 and 3 - 1/25, 1125and 1/
625; Wac 3 - 1/250, 1/1250and 1/6250 Vac 5- 1/1100, 1/5500 and 1/
7500; Vao 6 = 1,200, 171000 and 1/5000) of the test varines ar
Refvac (150, 1/250 and 1/12500. On day 14 after immunization the
mice were hlesd by candiac pumncture mnder anesthesia. The average
volume of blood obtsined by animal was sbowt 1.5ml. The bload
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samples were eenirifuged after retraction of the clot at 200g for
15 = 1min and sera transfermed to serie cyovials, Sera wers in-
activated 2t 56 = 1"°Cfor 30 = | min and kept at 20 = 1°Cunti be
et

Fifty pl of test sera were sevially two-fold diluted from 1,4 to 1,32
and the working virus suspension was diluesd to mntain 200 focus-
farming dose 50% (FPT,, ). Plates wene incubated 2t 365 = 0.5"Cina
humidifisd inmbator with 5% C0; for 90 min. After this time the BHE-
21 cell suspension (15 = lﬂsod]:."m.'l‘.lwnlddnd and the plates were
incubated for 22h The plaess wens washed with PBS, fived with
acetane (890%) and inmbated with the comertial mbis nucle=ocapsid
conjugate (Bic-RAD, Prance) at 37°C for 30min. After weshing and
drying, the plates wene anahzed mder UV microscope o determine the
number of positive fields per wells (Brasil, 20100 Mowra =t al, 2008
Mice sera that completely nemtralized e 1,32 dilntion wens netested in
144 to 1/512 dilutions. The Mab titer was caloulated using the probit
analysis in CombiStts 5.0 (EDOM) and expressed in I ml

The relative patendes of vaocines were detrmined in 5PT by cal
culation approach that uses the cutoff 205 IU/ ml a5 an indicative of
seroomnversian titer (Fitmgerald =t al., 1978; Wunderdi et al, 1991;
WHO, 2008; Warld Organisxtion for Animal Health - OIE, 2008} The
minimum requirement of vaccine potency adopted for the SPT wes
225 U vial, a5 in the NIH e=t. Probit analysisisa type of regression
usad to analyme binomial response variables. It transforms the sigmaoid
dime- response curve to a straight line which can be further anahmed by
regression sither through least squarss or through maodmam: likelihood
(Fimey, 19711 The SPT protocal was developed and pre-validae,
preliminary, a5 a direct adaptation of NTH st (Mor=im =t al, 20190

25 PFerymedinked immanosorbent acay (ELISA )

Ta evaluste the Glpin content, the antigen was determined in the
vaccine samples by the Laboratory of Amahtical Development and
Stability from Butantan Institute (S50 Paula, Breedl), using the [M kit
from the Pasteur Instimte (Paris, France). The Glpin content was de-
termined by the collaborating abamory that used its own inermal
ELISA protom] applying murine [}l manoclonal antibody (mAb-D)
(Jall=t &t al, 1999) for both plate @ating and vimus detection (Perrin
=t al., 1996). The mAbD1 IgG] botype recognizes the antigenic site 01
{nvolvwed in virus Nab induction) of native dpm. The vacdnes &pm
omEnt was quantified aginst two oe standands: Insd Pas
tenr [ kit standard (1000 ng/ mL) and INCQS BRO13 vacdne (953
T ml) (PFowrnier{amena et al., 2003 The @pn coneentrations i
each of the dilntions were caloulated from extrapalations obtained from
the total Glpmn determined from undduted frmulstions mmsidering the
diltion facior.

26 Verifatin of the lwer limét of fvmnapeicty of viral ghyeprosin

In cn!cr to estimate the lowest antigen concenmtration indudng
ol ot =0 {205 I/ ml}, semm samples of mice

mm.nmned with ssven vamines of lmown patency and Glptn content
wene obtzined to achieve minimum antigen levels and to exhaust im-
MAmE TEspomse.

In arder to exhaust immune response, thres of the vaccine hatches
were diluied from the EDS) determined at KH test to get thoee fivednld
serial dilutions (Wac3, 5 and 6). In Group 1 the vaccine wes prepared at
the dilution of EDSD, in Group 2 it was adjwed to EDS0Y 5 per domse
and in the third group diluted EDS0F 25 Thres groups of 10 animals
wene immunized with two dosss (days 0 and 70, ip route with each
dilution obtzined. In the other four batches (Wac 1, 2, BRO14 and 7) the
procsdures for standardizing the SPT were performed

After immunizatians, blood samples were callected on day 14 and
the sera titrated for determination of the Nab titers by mBPFIT. A total
af 45 dilutions wens tested, yielding 223 (2252 losses) individua] titer
results from mice sera and the means were @loulated for each dilution

Jowrnal of WViralopicod Meshods 264 (20190 21-37

{n = 45). The mean titers of Nab wens sxpressed in relation to the di-
utions nominal Apm conent in ng’ ml and I/ ml. The Glpm con-
CeTiTation versus nespanses owrves wene caloulated in logarithm trams-
formed results by simple linear regression. The data wene rsamanged i
increase ander of the mean Glpn titer and verified the starting dilution
from which there was induction of adequats immune response

27 Sobichimml analyss

The results wene svaluaied by caloulsting the degres of comelation
by simple linear regression and Peamson commelstion coefficient in onder
to determine the degres of associztion betwesn the data and i sig-
nificance. The lowest mnoentration was deermined by visual inspec:
tion af the resuls inoress reordensd s the lowest dilution, expresse=d in
Glpmn concentration in ngd ml andin U/ m] from whicha suitahle Nab
titer was obtxined, besed an the cutaff addopted. For statistical ana-
lysis, Micreoft* Excel GraphPrism®, MediCalc®* and CombiStats®
Software were wmed When neessary, the potency results wer= sub
mitted to a bgarithmic tasformation to improve the nommal dis-
tribution.

3. Besulis

The in vitro rabies Nab titers of 344 vacdnaied mice sera samples
wene examined by mEFFIT and the potendes wers determina in 5PT
{Tahl= Ty

Tahle 3 shows the Gpm mntent of 7 vacdne lots obtained by -
stitute Pastewr ELISA-IM kit. | ako inclides the Gpm concentration
derlared by the producer in the vacdne poduction proiom] and the
potency of the vaocines in NIH test and SFT.

In the evalwation of the Gpm content against the Refeac, compansd
to the means of Mab titers, thers was a seroconversion from 000138 10/
ml af Glptn. After the analysis of the individual Kab titers n=ulss, non-
respanders wene identifisd and these r=mlts wer= removed fom the
calkoulstion of the means (Wac 1 - one mouss, 1/ 125 Vac 3. two mic,
1/ 1250 and 1/ 62500 Ome exception (Wac 4, 1,/1250) was detected,
where serocanvertion (L0 I /ml) with a cmncentration of 000277 TU
#ml Glpin ocowrred (Table 4]

In the Glptn mntent determined in ng’ ml agzinst the Pasvac, ser
ocomersion acourmed from the concentration of L33 ngs ml Glpm
The BRO14 {1/ 1250) also presemted seroconwverton with a lower
oanient (0078 ng’ mll. The same procedurs for the removal of nan-
respanders was adopted in the calmlation of the mean vales of Nab
titers {Tabl= 5L

A linear regresion was performed to verify if there wes an 2o
ciation between the log values of the Nab titers of the mice obtained by
the mRFFIT and the relts of the Glpin content against Refvac (TU/
milL i was observed that therelationship between these two neults was
significanily comelated {r = L75% p < 0.0001) (Fig. 1AL The log
values of the Nab titers mean were alo companed by linear regresion
with the Glptn mntent agzinst Pasvac (ng/ mlL Once again, the nsuls
showed a significant corrddation (r =075, p < Q0001) (Fig 18}
{Tahl= 51

The same procedure was applied to the log values of the mean Nab
titers of the BR014. Linear regresion demonstrated that the n=uls
wene mmelaisd with Glptn @ntent (U ml) with the Refeac 25 stan-
dard The line squation was Y= 0429 + 07701 (r=0913,
p = L2676 (Fig. 2A). Although the valie of r was high, indicating a
strong linear cornelation of the data, the povalue (= 0.05) showsd no
statistical significance in the comrelstion probably due to the =mall
number of data. The linear regression of the Nab titers lngarithms of the
BRO14 agsinst Glptn content {ng/ ml) compared to the Pasvac, alko
presemted the comelated results. The line squation wes ¥ = 037 14X +
LO6562 (v =0921; p = 02542 (Fig. 2B} Although the value of rwes
high too, showing a strong linear correlation of the data, the paahis
(= LOS) indicated that there wes no sitistical significance in the
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Table 2
Dritu gon of rabdes wecines, ghyeoproein conment agal et Rafvae U mil jand Pasvae o’ ml) by FLISA andm s of neawalizing angbody thers U mi) by mRFFIT
in e 5FT.
Sample DileSca EEA =T F1EA =T F1EA ST F1EA ¥ [TEE arT
Rimdl  agml NabAiml Wml agdmd Nab Uiml Riimd og/ml Mab Ay W/ml gg/ml] Mab WY Ridml gg/ml Nab WY
ml ml ml
ERNL4 IS0 AdErrd 1968 A&7 afEad 198 103 OoEad L9 10 OEFN L9 1L OUESN 19S5 103
(1) AfEEs M LET QS 0 5T oolEE AFE 100 ouM3EE A 1 OUM3Ed AT 136
LOSs asmTT FE Ay AT GIE 035 OOET A 00k LT A0TE 0 oL A0TE 03E
Wacl KX GIET4E 4080 Q&Y GlEME 4040 081
s AoE4d 0A1Y ASE* A0dS4d ALY OGS4
as AN e Al aoTEd GIEY O
Wacl LE ARIE 457 A&8d
s AdadEd OEEL Q&S
aas ANELT O Al
Wacd L5 A3 31ER0  20E
s s AT aT4
aas aied IS5 Al
(1) AKESH 0 L3E akkEd ok 111
LOSs  akBad FE als A0S GITE 00S
LEass adidd ME Adge Qe GUiEE B
Waes LD e 0Ed ald A0 GdEl 005
LS added GMé all afEd fdkE 04
LI il 003 als AT G 00E
Vacd Lo AKETT &2 LI AEET 0EEY 183
Ly AMETS 0B Al s A1Z 0dE
Lol AsM3s Qe Q3% aEs G 04
Mab mean afer remowl] “one and * ST andmals
Table 3 Table 4

Rahies vaccines Glycoproten coment and potency in the NIH and seological
wan

Glyenproteln coment of rabis vareines J117 ml) agoies Refvac and means of
ingg, anaibody Thers of mice

fample Gl Petmey (1, dis) G’ Hats® [ Bk [ M
(g ml AmF (A =) M T oL X [RC3 [ a5 LT 118
L 3 0 (Y a5 LT i

Vae 1 10150 458 EE o T (LNED (X1 AETE e s 058"
Vac 2 L. 4% S04 EE B13 B2 LNE (X1 LTS ats S B4
Vae B AED T4 aa’ WA L T ey s AOAES s
ERb e ET) 40 [T ad L [ [ [ SN [
VacE BRT EE B2 e ad LIS = [T s A ET:
Vac & 12 A7 BE s ad LIS o D s O A7
Vae 7 L 445 aa 3 ad LEET [x1 L L2E O 103
LEET o LS LET O 100
! Glyeopromin content deaesm ined by ELISA applying modne D and body LEET (= LS asy ] 147
for plase coating and vine dection againes the Pasne (1000 iz mi) and. CLEY oL Qe Lo AlEME Gl
 Rafpae (953 0, ml) LEET o [T L3 [T T oAl
a LN [0 LIRS L3& A E [
Glpm deelaed by S produces. B o A0IESH Lt P 206

* Demrminavion of relaive potecy by SPT.
* Powrcy dewsrodned by e producer. nd - not done 0d - Dot applicable

ommelation may be due to the small mumber of data.

After this verification, it was established that the minimum con-
cemtration of Glpm capable of indudng a satisfactory immune repomse
{=0.5 IU/ ml) for the vaccines of this study, and to guaranies =ficacy,
was (10138 U/ ml or (388 ng/ ml.

Intra- and iner-assay variances of the Nab titers logarithms were
calkulated by dilution. So, it wes obtzined the inte-asay g0V% of
3199 (SPT 01417 and 3165 (SPT 02/17) and inter-assays gCW6 of
SRR

4. Driscussion

Far better inderstand of the sensitivity of semol ogical assays based
an viral neutralization revealed in o=l culture, the study for de-
termining the lower imit of immunogenicity to Glpm was aimisd out
In this smdy it wes @loulated the mmelation betwesn the Glptn con-
temt, mesured by ELEAD] kit and the title of Nab, amesed by
mAFAT

The seven batches of vacdnes used in this stmdy contained different

! Glycoprowin comet (T mi) dewsmined by FLEA-D] againg Refrac.

* Mears of Mab thers (T, mi} derermmined in sAFFIT per vaceine dil uton.
Hatched cells indiease serccoovesian =0.5 107 ml

® Mab mean after removal of two andmals

=% Mean afer removal Ond Mo 0 = 45

Glptn omomtrations, anging from 13 to 675 IUS ml or 8807 to
13238 ng/ ml. The mean of the Nab titers were pained with the Gpm
comiEnt, the conentration of effsctive sermconversion {00138 TU/ ml,
0388 ng/ ml of Apm) was identified, and the remls wene dinsctly
oamelated by lnear regression

The comelation cosfficents betwesn Glptn mntent and MNab titers
mean wene mmsidensd suigble (v = L758), higher than that observed
by ather nesearch groups that found a weak corelation (Smith =t al,
201 7). The same was observed for BRO 14 which the results were also
oamelated (r= 0913 and L9211} These data showed a positive and
strong corelstion betwesn the antihody nesponse and the antigen
amount in the vamine such as revelsd in the smdy abowt furunculosis
vaccines i Afantic salmon, whise find Pearson’s Comelation of
r =082 (Romstad =tal, 2013} The same ne=ults of positive commelation
betwem the antibody response of H9N2 inactivated vaaine formules in
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Table 5
Glycopronsn eomens of rabdes vaccines (og ml} aging Favae and mears of
meuralizing amibody thers of mice

G’ ™ [+ Y Ml Gl Ml
LX) o5 [T i) (R0 D&Y 118
LX) 0 [T i) X D&Y 183
oME [ =Ty ANE (% i) OTE o
L& [ Fiy L1 (8" oEl 8557
L& oa1 ais (% oEl BE4
oME oa aie (% oEEl DS
LX) 035 (813 (% i) 1E8 BAT
[ oa2 anm (% 1E8 103
oUEE 0as [ (5 168 Lo
oUEE 0as [ i 1E8 147
oUEE oy a3 & 1E8 203
oUEE 035 a3 oy 3880 20
oUEE [T a3 (K i) 40BN (3]
oUEE (1] a3 18 40BN oAl
oUEE 03 a3 L¥E 457 L3

! Glycoprowin coment (ng mi} deermined by FLISA-T again Pasvac.

2 Meard of Mab thers (TU/ mi} by mAFFIT per vacone dilud on. Grosshaw hed
cells indicme seroccoversion =005 TS ml

* Mab mean after removal of Two andmals

" Meoan afer removal OnE Mo O - 45

both commercial broilers and specificpathogen-free  (SPF)-chickens
wene also reported (Kilany =t al, 2016} The serological response of
SPF.chickens wes mesmured afer immunization with mactvated
Newcastle dissase vacdnes and the content of the vaccines was highly
comelated with the antibody titers {r = 0.87 and 0.97), similar to our
findings (Mazs et al., 2003 n a clinical trial involving adult volunisers
where antirabies vacdnes were e=ted (Ferguson and Schild, 1982,
and in another study with catfle (Schumacher =t al, 1999; Piza ot al,
2002, antibody respomses showed a correlation between the antigenic
cmnient of the vaodne and the Nab titer similar i that observed in mice
in our experiments.

In the study of Komstad etal. (201 3), there i abo a dose comelation
betwesm the antibody responss and protedion against challengs. This i
anather similarity to our study becamse we believe that low titers of Nab
would nat protesct the animalk fom an ic challenge as previowsly de-
scribed (Fitzgerald et al, 1978; Wunderdi =t al, 1991), and here we
observe that lower antigen content warse the semoconversion. .

Clessically, the efficacy of immamobiological product for rabies &
demomstraiesd by methods that we ic challnge 2 indicative of ade-
quate immune nespanse (Brazil, 2010z, Cowncl of Eunope, 2013,
Coundl of Furope, 2015, Studies have shown that the sunvival mte of
NH & comelated with Nab tieers in mice (Fizgemld = al, 1978
Wunderli =t al, 1991). Therefore, the Nab titer =05 U/ ml was
adopisd 2 the minimum dose conferting protection i mice. Since a
ommelation was found betwesn the Nab titer and the Gpn content, it
can be infermed that the semlogical assay described here may be a
candidate to replace the NIH. Nevertheless, an appoach using ic

.. Liog Mab (17 ml)

A
-4 -3 | =1 L]

- - Lag Glpen (LY ml)

v . 'l

= | . - -

; 3 ¥ = 0.3TSEK + 04170

. e AL TAE e L0001
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challenge and the amessment of the Glpm lower limit of im-
mmagenicity, combined with the ssmlogic evaluation, could be ussful
in the search for improvements in SFT for the purpose of future e
placement of NTH.

Future validetion studies should inchide potent, sub-potnt, and
bonderline samples classified by the NIH toaamess the sensitivity of the
SPT amd i verify if the method is able to distinguish between nregular
and sub-patent batches of vacdnes. In this way it will be passible to
evaluate the methodology and propase improvements for the test.

An advantage of the SFT & directly messuring the Nab tifle and
vaocine immunagenidty. This fact may be convenient in the ssarch far
a replacement af e NTH test. The mRFPIT was as effective 25 NIH test
in estimating the ahility of a vaccine baich to induce protection against
RARY infection, 2 recognized by other neseanchers (Gibert =t al, 2013
This same hypathesis alo has aln=ady been miseal previowsly using
ather == © ases immunogsnicity by quantifying Glptn (Smith
etal, 2130 But we agres that, 25 other authors claim, in vitro methods
mezsure binding antibodies, wher=zs in vivo =&, such 2 mREFFIT,
mezsure Nab and directly reveal mmaral immunity, being safer.

Taoday, ELISA and simple radial i liffus ion are rec
to determine antigen content in the formulaton of human vaccine
baiches, but the NIH test & maintined in the poency asssssment
(WHO, 2007; Council of Europe, 2015, However, it has been demaon-
strated that induction of Nab by a vamine & a finction of the con-
oemiration of antigen present in a given vaccine dilntion in NIH test
{Drizz =t al., 19907, a5 noted here. This allows to infer that this type of
test is adequate o verify the consistency of production being indicative
af the efficacy of the vaosine (WHO, 2007; Council of Ewope, 20130 In
addiion to the considerable reduction of the animal’s number, com-
biming this approach with GMF and other quality systems, mgether with
the statistical amalysis at each stage of the poduction process, ser
alogical amays in the consisency approach can be applisd in hatch
release. Thas, it will be passible to obtain quality and reduce the invivo
tests on finished poducts 2= indicated i other similar stodies
{Ereeftenberg, 200 Arciniega and Simta, 20120

The mabiss vacdne i the anly pharmaceutical product in which the
minimum doses has notbesn defined, or 25 alresdy pointed out by other
research (Daodet, 20117, how moch adive companent should be injeched
into the patient. This bemmes a problem for the contral of the vaccine
schemes and for the svaliation of patient’s ssrocomersion. WHO =
commends the mme patency (2.5 1) for all o] cultune vaccines, and
thes= can be applisd by intra-musoolsr ar imtrademmal moutes, bt dos=
wvolumes are fixed although the vaccine batch poency. For this reason,
the results presentsd her= may also contribute in this field.

In conchision, the lowest Glptn content determined by ELISA ap-
able of inducing a suitahle Mab response in mice was found. Positive,
significant and linear mmelation was found betwes the Glptn conent
and Mab titer demanstrating the potential of semlogical 2ssay mAFFT-
based for checking the cmmpliance of the vaccine o to specifications
and being a candidate for future res=arch and validation. Considerahle
refinement and reduction in animal use are expeced, and the methaod

]

Log Mab (LY sy B

Log Glptn ing/ mi)

W = 0.3770K - QOETEE
= 0758 p 00001

Fig. 1. (A Linear regression of the Mak drers logasithms of mice (Lag Mab) againa the Glpon content {Log Gl pm) of rabies vaceine baches aguirst Refwe (B) Linear
regresdon of the Mab rhers logarihms of mice versss Se Glpm ccanent (Log Glprn) of rabies vaccine baches agains he Pavac
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0.2 B
Log Ciptn {ng/ml} .

A8

A0 05

0.6
Loz e Nab (TUml )

Fig. 2. (A} Linsar regression of the Nab mean vhers logrihomes (Log Me Nab) againe the Glpin content (Log Glpan) of rabies vaecine barhes agies Refrac. (B)
Linear regresdon of the Mab drers logasitens (Log Me Mab) of mice by unized with BRO14 and e Glpm content (Log Glpm ) of rables vaccine haches againet

Pasvae expeessed in ngs ml

cam be wsed to control the quality of inactivate] human rabies vacones
in affidal contral laboratories and by mam&scturers. The SPT is rapid,
efficient and in acomrdance with the immunogenicity induced in mice,
and therefare may be re ded for validation as a potency test o
replace the NIH test.

Conflict of interest
There i no canflict of interest of the authors of this paper.
Acknow]edgements

We ame grateful to I B for providing the CVS samgl

raaltity of il and Hio Mo, Sratnary, pp. S5 3-305.

Dz, AMO., Milkz, KA, Costis LA, Dellopiams, N, Ebugges, I Filwag, F_, et al,
L. b i i o7 a4 sponal sbeded S et A wmd
e b oo Biobyicads S, T-TEY.

Diemeield, B Gore, M., Marchudbes [0, Nie, HS Buscieom, S, e L = ol
P d amd of a b winas masakieay
N e M e e —_—
Virdl €4, B4 BIL

Dodes, B, 200 L Actipem coment e wokane of ribie wosn alminstoed
m-d.—l,m . Biciogicals 30, 444445 Bt pc e ooy 00 001 6 Bl 200 L

Faggao, b, B Single sl Bt o e d of e
geprann matm? of et il b veos. b ks, Fo Kk, WAL
oprowski, H (B ), Laboratoey Techeiqus is Rabic, 4* o diSon. WHD, Gawm,
PR ATE-EL

Fogpam, M. Scbild (L0 LR & sing-raliadimmmnod ko ichaiqes Sx Samy

-nipﬂ'h:rmmxﬂz Glpm m:l:m.td.ﬂﬂmmm..])r Edson Hoberto
Alves de Oliveira for englsh revisior; to CAPES and to the Paost-
Graduation Program in Sanitary Swrveillance of the nstituto Nacional
de Contrale de (Quabidade em Sadde (INCOS/FIOCRUZ - Braedl). This
research did not receive any specific gant from funding agencies in the
public, commercial, or not-for-profit secors.

References

Arcimig, 1, St LA, W12 Potmtil appl of the et ST
wccine potecy sesiay, D Biol (Bued) 134, 135 19

ks, B, Wik, T S, BLEC, 1S Thua oo fudy binting ot i weccie potecy.
e Kiplim, MM, Bioprowsds, H. (), Labomtory Teckniqus i Babis, 5l
Wiodd Healh Orpeivasion, Gaeva, pp 265267,

Bemmm, A, Labiod, P, Coslas, B, T, €, Gadis, ¥, Aienasd, & Lafey, B,
1901 msiguicity of sbien vises ghpeopmsasin. 1 Virel €5, 4194205,

ol 1985, Mt sl itz Pl @ & : Portia ne 6, &35
du catdins e bt ssctions o the Gt of the Praluetion wnd Maketag o
Vo and A sl Saan S e sy ]It reimms s Gl
T s e B VRERy S S S p———
Dt Oficial [da] Bupeivlica FeddumSva do Bisuail, Praales Enocastes, B, IF, 31
o FAE Avelabie Enee upgm_nhqhn_,mhmw
ot f e
qﬁb-m-bdn-lmmp-mummp-u..u_ -4
izl Py m . [ (2% Februay D]

B, 0. Sl ke [|mecs il R Vaooia]. Vacza R
Irastviada, wl 3 Aphncia Nacioml de Vigilincks Saniticts, Buailia, pp. 13661368

T A S YT ST p———————
Fammaoopuia Bzodkara, wi T At Nasonal de Viplinss § et Sodi, .
1L

h:h-,]. O, L Haldr, M B, 1 Castle. P Druchvm, 8 al, 2003 Thoss

= 4 s i Al Lk A
sLmu

Chabunad iz, ML Moame, N Guischand, F Mook, MO, Mogret-ide, B S 5.,
o al, BT G-prets booad ELEA aza poimcy bet fr rabde vaccis: Bologicd
46, D3R

o] of o, 20LE. The Eumopeses [armm oper da. R Viaoine (mactivatad ] for
ity Lo, 80wl o] of Enmope. Eumpeses Do stmuemt for the Quality of
Mg withiz e Gl of Bumgw, Sy, pp. WO0& 1011

o] o Erropes, 2005, Th Evropess Pharmsespass. S Vaosze Sr Hamae L
Pacpund = Call Caltoas, & Fod Comcl of Bumpe. Bespas Diracios e for S

T

erk o podmey S of ook g e slde
1 Gem Vimd S%(1), L-20_

Py, 1L, WL Prebit Amabysis, 3% ol Camboidy Ut sty Pros, Now Yook
Fitgerald, EA, Gallaghe, M., Hoter, WA, Scliymson o, BB, 1078 L of the asti-
ey sy dn d miew for e b { e wacrine polmoy.

Db Bicl St 40, 14315,

Fonmier o, 1 Poider, B Hiaond, (1, Jallet, ., Fucle, F., Toale, N, Pass, I,
0. Ity ] s s wcrine comtrl s oo o efun EUS Ameshed Bid 3,
A

Gk, K, Gencda, ML, Dok, 1, Mg, M, Hisopena, M, Kodie, B, ot al, 106 U
of ELEA Sor i vitre poten y et of rubdes waccines for asimal we. Bidegcads 14,
-

bt B, AR, M, Poirder, B Jallet, &, Terdes, M, Mosgsere, §, D005 4 sdewet i
wites FLEA bt fn sl et o e fviee NIH ot Srbomas oo vacce baich
e, Voo 3, GOTI-S0Y

b, K, PpSs Habelied S poimcy. Lab ¥ Tack 2= Fatbdex b ol
&h'ﬁbﬂuwﬂﬂmm I-b-lﬂ.
TV ' Rapoct, 1L & ] e T ol Ve -

KTV [tad 17 Sap 0] ﬁﬂhim. e
o it Tt e e S s 200 e meaEa s 0L

i

Jaller, €. Jace, ¥, Bl C, D, &, Desmiridres, £, Tords, N Pessin, I, 1930,
Chimse - witk ! e bgical pemcgial. L Vird
73, 13

By, WL, AE, A, B, A H L BVl AH, ElAbido MAT B Sayad M, E-
Bady, MF, 2016 A Doos- Ropom Saudy of bucstad Low Pahogmic Avie
IS HINE Vs sy Fane s Comem il Braller Chickas

Walid H. i Dl 644, 356361 batpe e oy MO IS37/1 1 1438080 5y
bridmmns, B, Schikges, H, Bebamadeef Siosl H A Hagekmees, 36 Dechow, 5, 2000,
h-:qﬁﬂn-:—dbc—m-ﬁk-mﬁnﬂdiwbﬂm

A el waccins: Bidegcak 37, 119-126.

Juh-:.l..hd-,]. D, A, S, € 3610 Gl st St bacly e walid .
sl icall pet ey sy for o waccine (et fated) Sor veterim sy e
[ — e — T

Koy, 10 2003 6 iyl ! otame e e pebme
sty o ot medeows Lirw. Bkl (Buased) £, 300 <k

Lises, TH, Mimamasto, H, Hidida, ML, Yamants, K, Fojte, T Hisge, 5., 2t al, 1996
Aotz and Smctom] wmalpas of gy opeses of b viss ey Mol
mstalio: Miceticl wvmel 42, LE-LE.

Mo, B, Bomam, M., wen Dy, B, O, HL | UFTM, (e, 30003, Ciormcka S of
|_.“|.-.|.—-|.u.- e fracin pashen oo with pashastes ansbaly

T ——— S BN F e S T

:n.sn:r.am_umgmwmmﬁfm-;

M, A, M, GO, Repporcls, CE |, 2001 Mhabdovinas. b Keigs,
Hiowly, P8, (riffin, DE, Lamb, Bk _Masn M- ha.—..n..&—.u.:m.:]

155



156

WL Morom ot ol

Fiiadd's Viradegy. Lippdocon Willkes & Wislises, Moiladdolia, ge. D45 LITE

H.-ﬁ ﬂ.ﬂ.hﬁ.ﬂ&.ﬂ:ﬂqh&.mmh'ﬂ.ﬂ.ﬂli
3 R A —_— d evieg] i
F.q_hﬂ‘ul_’.l’h'-l:h“ ool of Ve dcpical

Jowmal of Virsdogicod Meshods 2654 (20190 30-37

Gchifdesy, ML, Blaaaboe B, ke, W, Heoalshon, ©, 3004 Replaciag te NEH o
e palden waocine polmcy ing @ syoopls of driwssand barces Biologioak 43,
:III—III Bmpary feded gy O B

Sty leesry DEE, S4-50

e, 5. Pedder, B, Rape, CL Wikises, [, Ambis, 1, Geiseblorda, Foetal,
ﬂ?‘.hﬁ:—.—n‘hiﬂ-b—rﬁ-:hp_.j-ﬁbhh!ly
e e oot HcaSon winy FLSA it ity
Vaocs B, WEE-ETL

Sl W, Gl e, P, Bl Roeslie, P, Lisie, 00 060G Vi Bicket e o a0
wizey moetabived e polmcy Sed dn BHE-X 1 ook Sor sabder Smmeseogiolnling i a
we-cemder wady. 1 Viral Mesheds 54, 713

Hagasgas, T, Raddy, G2, bebasa, 3B Rugalasbesd, 5, Thigrasijes, [, Terds, M.,
o al, W0 4 smple Emeeecaptew FLUA o et e rabdes wim ] gy co-posden
aSyen i waccie mamefeten . Bisdogieals 34 I-I7.

Pe=in P, Lfen M Seson P, PRE. Eocyew Boled memeeserie st o sy FLUSA) for
e e =i e o iy eopreiss cosdiemd of mbier vaccies b Meds, FoX
Kaphen, MM Keprowsid, H (Fdx), Laberatesy Torkadgus s Bt Gmeva, 4™l
WHO, pp. 35588

I-h.l.ﬂ-,_.&.hl Il ks it i vaccise palemey appriial by

= st willa cod sty ass

r d aselaly. Bicapicads 18 35550

Ih..ﬁ.'l' P, B, Lo, €0, Cigperrade, € Bl Terwmum, BT, Belachuade, Li
Tamedl, ¢, DEF Efact of the oty and| form. of rabder gl qpesteis oz the
petesry of @ b waochasion b casle. bl ket Gowaldie ( sex bk %F 30
DEEIEE

Fomstad, A Bt L1, Midtmge B, ., Brma, @, 30
Ay ampraas coradate wik arsiyen dows and = s pasiacion fx odal-
R i .
e i s (o s 1) e e B o] o ekt ey £ty
of vt Voo 31, P9 Bmay fded a0 006, i L2 1) 00
wm.uc-_.;m*,—u.;—n..q—.;m—u-.gnm
aml vk Tt toe el o e e NIH p
-qlu—dhhnﬂym-:ld’h:ﬁﬂﬂh1-:—huu
85, 13145
Rapprecha, C.5, B, L, Mesis, F., nn.l.,.-.u--t..l-u:—--:.
om0 B & (Febimaary), 164
q:,-gmu,-nmmmo—umu.

B
o, L, Dretrinchedd H..Ell.ll.i‘..hh.ll&.lw:ﬂ.".&.[qtumﬂ.ll.
D, o of mac Sk
salbder | Clis bt 54, W15,

Seliymmen k BB 19 Potmcpna + d sl
o ol (WEH]). lhm'l‘-:ﬂphﬂh.f'd.“ﬂﬂ-— e 18
Smik, T, Fleas, 14 b X, Ketnia, N, Ceee, WE, Rpponcs, CF 2013 As
et iy malleesneomos wow y S snalech of abde wracgy o condm? B

sl vaccker. Vaockse 31, B30

ﬁﬂq'l' I'.*I-EH.].J md.l..ﬂl.ﬂnﬂld._-jﬂhh-

e v e el i sl b o e
Mhi::hﬂ-]d-h-hs_iﬁﬂﬂdf_‘h
e Pme Vaosel 5, B

ke, W, MH.LI*—HALLCMD.MLH:L-IL

3 Repert oa e & B amd
iy sabde e che Deling: st of e _llllﬂ*h'_:lﬁmd_
Biokbgeal 40, EH3E

Wik, LA bt BF A, B, T NIH st for protency. be Masdin, FLY_ Mgl
:.Lu..n..-.m.u.ml..l.-ﬁ., Tiackeijuas o R, 40 WHO, G,

h'u-l:l.{n-,-hl—h-l.-l—lll—ﬂ- O, 005 O Terercial el 3 13 bl
bt rererve. e it ikl i, e oy v Bt S0 -

,-ar,-musw

e [T TS YRS TRSTEY

n—tr-l-a-.u.c.ls.u---t WHI Tackaieal
Fuopuet Sk mo . Gmeva. [acossed i 3008 Jun 1], Avadldble San- g
LBt L Bt merewe v it s e by e Sy v iy S
A T i s e e b e i e e L

Wk Hiadds Crmgamin S, T B St S e s s
Chracheimasen and Belinimm of bimoe S anl O Sidopsd Roswme
Samcheatn WHD Tachnical Repodt Sorie, N 952, Gemeva

Wodkd Hisdd Crmparte S, D05, WHI e st ool S oo s, Sot repart.
G, Svimeled Rond N TREG3L

Wasdel P S, Saddeck, 1H  Schmid 0%t al, 190 B postectien mle of Buswa]
s iy bl = e 5 IH potamey S S ol vaocm Vaose W,
EE£4T

R P




