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RESUMO

Foram analisadas a aprovagdo, ao ensaio de estabilidade térmica (EET) e ao vencimento as
concentragcbes de bactérias viaveis (CBV) de 67 partidas de vacinas comerciais B19 aprovadas
pelo MAPA, com vencimento no periodo de margo/2007 a julho/2007. Destas, 74,6 %
apresentaram CBV 2 4,0 x 10" UFC/dose ao final do prazo de validade. Houve variagdo entre
o nimero de partidas com CBV ao vencimento = 4,0 x 10'° UFC/dose em func&o do prazo de
validade, observando-se 93,1%, 60,0% e 66,7% das partidas com prazo de validade de 12, 18
e 24 meses, respectivamente, com CBV igual ou superior ao recomendado. As médias de
CBV/dose das vacinas nas analises a aprovacdo e ao vencimento foram significativamente
diferentes nas partidas de vacinas com prazo de validade de 18 meses (P<0,01). Somente nas
partidas com prazo de validade de 12 meses houve diferencga significativa entre as médias das
CBV/dose observadas pelo ensaio de estabilidade térmica (EET) e pela analise da vacina ao
vencimento (P<0,01). Para a comparacdo das CBV das vacinas ao EET e as CBV ao
vencimento foram simulados trés diferentes pontos de corte: 2,0 x 10’ UFC/dose (PC1), 3,0 x
10'® UFC/dose (PC2) e 4,0 x 10'"° UFC/dose (PC3). Para as vacinas com prazo de validade de
12 meses somente o PC1 e para as com 18 meses somente o PC3 nao discordaram dos
resultados das vacinas aprovadas ao vencimento; porém demonstraram baixa concordancia, o
que foi confirmado pelos baixos valores de sensibilidade, especificidade e valor preditivo
negativo.

Palavras chave: Brucelose bovina, vacina B19, controle de qualidade, contagem de bactérias
viaveis, ensaio de estabilidade térmica

ABSTRACT

Sixty-seven batches of Brucella abortus S19 commercial vaccines, approved for release by the
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) and with expiration dates between
March and July 2007, had their viable bacterial counts (VBC) determined at approval, at the
expiration month and by the accelerate stability test (AET). Of the tested batches, 74.6%
showed VBC = 4.0 x 10'° CFU/dose at the expiration date. There were differences in batches
with VBC = 4.0 x 10'® CFU/dose according to the expiration period: 93.1%, 60.0% and 66.7% of
vaccines with expiration periods of 12, 18 and 24 months, respectively, showed VBC values
equal or higher than recommended. Mean VBC/dose at approval and at expiration were
significantly different for vaccines with 18-month expiration period (P<0.01). Only batches with
12-month expiration period showed significant differences between mean AET and mean
VBC/dose at expiration (P<0.01). For comparing AET to the number of batches approved at
expiration, three cut-offs were simulated: 2.0 x 10'® CFU/dose (PC1), 3.0 x 10" CFU/dose
(PC2) and 4.0 x 10" CFU/dose (PC3). To 12-month and 18-month expiration period vaccines,
only PC1 and PC3, respectively, agreed with the number of batches approved at expiration.
However, both cut-offs showed low agreement values, confirmed by low sensitivity, specificity
and negative predictive values.

Key words: Bovine brucellosis, S19 strain vaccine, quality control, viable bacterias count,
accelerated stability test.



1. INTRODUGAO

O Brasil apresenta destaque mundial na
producdo de carnes e leite. O agronegocio
tem sido o pilar das exportagbes brasileiras,
sendo a carne bovina um dos principais
produtos de exportacdo. Uma das maiores
exigéncias dos mercados importadores é a
qualidade sanitaria dos produtos.

Assim como o programa de erradicagdo da
febre aftosa, o programa de controle e
erradicagdo da brucelose e tuberculose
apresenta um papel de extrema importancia,
nao somente para reduzir perdas
econdmicas no setor primario, mas também
para eliminar barreiras ao comércio
internacional de produtos brasileiros. Além
do aspecto econbmico, o controle da
brucelose e tuberculose apresenta papel
decisivo na prevencao dessas enfermidades
na espécie humana.

Apesar de agoes e esforgos para o controle
da brucelose e tuberculose em alguns
estados brasileiros e da iniciativa de
algumas cooperativas para o saneamento
de rebanhos, ndo existia uma padronizagao
de acbes claramente definidas e com
abordagem populacional para o controle
dessas doengas. Foi entdo que, com
objetivo de reduzir o impacto negativo
dessas zoonoses na saude humana e
animal, além de promover a competitividade
da pecuaria nacional, o Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) instituiu em 2001 o Programa
Nacional de Controle e Erradicagdo da
Brucelose e da Tuberculose Animal
(PNCEBT) (Brasil, 2004 a).

Entre as medidas com eficacia comprovada
na redugédo da prevaléncia e da incidéncia
da brucelose, a custo reduzido, destaca-se
a vacinacgao de bezerras contra a brucelose,
sendo esta uma prioridade do PNCEBT. O
programa preconiza a vacinagdo de
bezerras com idade entre trés e oito meses,
com a vacina B19 (PROGRAMA..., 2006).

A concentragdo de bactérias viaveis na

vacina B19 presente no momento da
aplicagdo tem uma relacdo direta com a
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imunogenicidade e consequente protecéo
conferida pela mesma. Desta forma, a
vacina deve manter a concentragdo minima
de bactérias viaveis determinada por lei
durante o prazo de validade estabelecido
pelo laboratério fabricante.

As vacinas B19 comercializadas no Brasil
devem ser aprovadas pelo controle de
qualidade oficial do MAPA antes de serem
comercializadas. A Instru¢do Normativa 15
da Secretaria de Defesa Agropecuaria
(SDA) do MAPA, que regulamenta as
normas para a aprovacao de vacinas B19,
inclui varios itens de avaliagdo, entre os
quais pureza, dissociacdo e contagem de
bactérias viaveis para aprovagao, ao ensaio
de estabilidade térmica e ao vencimento
(Brasil, 2004 b). O MAPA nao analisa
rotineiramente a concentracdo de bactérias
viaveis em vacinas B19 comerciais ao final
do prazo de validade e, dentre os testes
preconizados pelo MAPA para todas as
partidas de vacinas B19, o ensaio de
estabilidade térmica é realizado com o
objetivo de estimar o niumero de bactérias
viaveis ao final do prazo de validade.
Porém, este teste necessita de validagao e
nao tem poder oficial de reprovacgao.

2, OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivos:

I. Avaliar, sob o0s pardmetros da
legislacdo vigente, a concentracdo
de bactérias viaveis ao final do
prazo de validade de vacinas B19
contra brucelose bovina
comercializadas no Brasil;

Il. Avaliar o ensaio de estabilidade
térmica utilizado pelo MAPA como
teste capaz de estimar a
concentracdo de bactérias viaveis
ao vencimento em vacinas B19
contra brucelose bovina
comercializadas no Brasil.



3. LITERATURA CONSULTADA
3.1 Brucelose Bovina

A brucelose é uma doencga infecto-
contagiosa causada por bactérias do género
Brucella. Acarreta problemas sanitarios
importantes e  prejuizos  econdmicos
vultosos (PROGRAMA..., 2006). E uma das
principais zoonoses existentes e esta
distribuida mundialmente, ocorrendo no
homem e em diversas espécies animais,
principalmente em paises em
desenvolvimento (THE DEVELOPMENT...,
1997)

O principal agente da brucelose bovina é a
Brucella abortus. Entretanto, B. melitensis e
raramente B. suis podem infectar bovinos.
Estas infeccbes s&o  particularmente
perigosas para o homem devido a alta
viruléncia da maioria das amostras de B.
melitensis e B. suis e pela grande
quantidade de bactérias que s&o eliminadas
pelos animais (Corbel, 2006).

Embora a definicdo classica das espécies
de Brucella sp descreva estas bactérias
como parasitas intracelulares facultativos, a
melhor definicdo para sua natureza seria
parasitas intracelulares facultativamente
extracelulares (Gorvel e Moreno, 2002). Isto
significa que Brucella spp tém como nicho
preferencial o ambiente intracelular de seus
hospedeiros. Este ambiente sustenta uma
extensiva multiplicacdo, permitindo o
aumento do numero de bactérias e posterior
transmissao para novas células hospedeiras
(Gorvel e Moreno, 2002).

Infeccbes por Brucella spp ocorrem
geralmente pela inalagdo ou ingestdo dos
microrganismos através das cavidades
nasal, oral e faringea (Ko e Splitter, 2003).
Brucella sp tem a capacidade de invadir as
mucosas  conjuntiva, oral, faringea,
intestinal, respiratéria, vaginal e prepucial
(Enright, 1990).

Amostras virulentas de B. abortus podem
invadir, evitar a fusdo lisossoma/fagossoma
e se multiplicar em células fagocitarias e
ndo fagocitarias (Detilleux et al., 1990;
Pizarro-Cerda et al., 1998a; Pizarro-Cerda
et al., 1998b; Celli et al., 2003; Celli et al.,

2005). A maioria das bactérias fagocitadas
por macréfagos € rapidamente destruida
(Celli et al., 2003). Porém, parte das
bactérias sobrevive a destrui¢ao inicial e se
multiplica (Celli e Gorvel, 2004).

Apdés a penetragdo nas mucosas, as
bactérias séo transportadas livres ou dentro
de células fagocitarias para os linfonodos
regionais. A multiplicacdo e propagacao de
Brucella sp nos linfonodos, baco, figado,
medula 6ssea, glandula mamaria e 6rgaos
sexuais ocorre via macrofagos (Ko e
Splitter, 2003). Na vaca gestante, B.abortus
localiza-se inicialmente nos linfonodos e
posteriormente infecta o Uutero gestante
(Anderson et al., 1986; Meador e Deyoe,
1989).

Em bovinos, a doenga apresenta
clinicamente um ou mais dos seguintes
sinais: aborto, retengao de placenta, orquite,
epididimite e artrite. Ha excrecdo de
microrganismos na descarga uterina do pés-
parto ou aborto e no leite. A doenca é
geralmente assintomatica em fémeas néao
gestantes. Como conseqiéncia da infecgéo
por B. abortus, fémeas gestantes
desenvolvem uma placentite que
geralmente resulta em aborto entre o quinto
e nono més de gestagdo. Gestagdes
subsequentes geralmente sdo levadas a
termo, porém mesmo na auséncia de aborto
ocorre eliminagdo do microrganismo por
descargas vaginais, placenta e leite (Thoen
et al, 1993; Nielsen e Ewalt, 2004). O
sintoma clinico predominante em fémeas
prenhes é o aborto ou o nascimento de
prematuros ou a termo, mortos ou débeis.
(Acha e Szyfres, 1986).

Aborto e seus produtos, incluindo o feto,
placenta e secre¢des uterinas que sao
eliminadas por varios dias apds a expulsédo
do feto representam a principal fonte de
infeccdo para outros animais do rebanho
(Crawford et al., 1990; Silva et al., 2005). B.
abortus pode ser eliminada pelo leite de
forma continua ou intermitente durante a
lactacdo, podendo causar mastite (Ray,
1979). Touros infectados eliminam B.
abortus pelo sémen, mas geralmente nao
transmitem a infecgédo pela monta natural. A
utilizagdo da inseminagédo artificial com
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sémen contendo B. abortus virulentas torna
o risco de contaminagao préximo de 100%
(Nicoletti, 1986; Radostits et al., 2000).

Em bovinos, a brucelose causa perdas
diretas principalmente em funcdo da
ocorréncia de abortos, baixos indices
reprodutivos, aumento do intervalo entre
partos, diminuigdo da producado de leite,
morte de bezerros e interrupcdo de
linhagens genéticas. As propriedades onde
a doenca estd presente tém o valor
comercial de seus animais depreciado. Os
paises ou regides onde a doenca €
endémica encontram-se em  posi¢ao
desvantajosa na disputa de novos
mercados, além de sofrerem restricoes
comerciais impostas por regulamentos
veterinarios internacionais, o que resulta em
grandes perdas econémicas (Godfroid et al.,
2005; Brasil, 20086).

Estima-se que ocorra uma redugéo de 20 a
25% na produgédo de leite em fungédo da
interrupcdo da lactagdo por aborto ou
periodo de servigo prolongado e perdas de
15% na produgao de carne e bezerros. Em
cada cinco vacas infectadas, uma aborta ou
torna-se permanentemente estéril (Acha e
Szyfres, 1986; Brasil, 2006).

O estabelecimento da infecgéo por Brucella
depende da viruléncia, do numero de
bactérias infectantes e da resisténcia do
hospedeiro, determinado por mecanismos
imunes inato e adquirido (Thoen et al,
1993).

A imunidade inata é composta por uma
resposta imune inespecifica que ocorre nos
estagios iniciais da infeccado, com o objetivo
de reduzir o numero inicial de
microrganismos infectantes, favorecendo
um ambiente para o estabelecimento da
resposta adquirida (Ko e Splitter, 2003). A
resposta imune inata a bactérias
intracelulares consiste principalmente da
acdo de fagodcitos e células NK (“Natural
Killer”) (Abbas e Lichtman, 2003).

A resposta imune adquirida ou adaptativa
fornece uma funcdo de memoria contra
infeccdo por B. abortus e apresenta papel
chave na vacinacao (Ko e Splitter, 2003). A
imunidade contra brucelose é
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principalmente mediada por células, uma
vez que este é um patégeno intracelular
facultativo que sobrevive em macréfagos
(Baldwin, 2002). A indu¢do da resposta
imune mediada por células Th1 com
producédo de IFN-y e geragcédo de células T
citotéxicas ou citoliticas (CTL’s) € o ponto
central na imunidade contra B. abortus
(Oliveira et al., 2002).

A resposta por anticorpos contra B. abortus
em bovinos inclui a produgao de IgM, IgG;,
IgG, e IgA (Nielsen, 2002). A opsonizagao,
associada ao aumento da destruigcao
intracelular de Brucella sp, é considerada o
principal papel protetor mediado por
anticorpos em infecgdes por Brucella sp (Ko
e Splitter, 2003). Porém, anticorpos sao
pouco efetivos na protegdo contra amostras
virulentas de B. abortus (Baldwin e Parent,
2002). A molécula de lipopolissacarideo
(LPS) de B. abortus é o principal indutor da
resposta imune por anticorpos, sendo a
cadeia “O” do LPS o antigeno
imunodominante (Schurig et al., 2002).

Colonias de B. abortus apresentam
morfologia colonial lisa ao isolamento, mas
podem apresentar morfologia colonial
rugosa, mucoide ou intermediaria em cultivo
in vitro (Huddleson et al., 1952; Ray, 1979).
Esta caracteristica estd intimamente ligada
a composicao do lipopolissacarideo (LPS)
presente na membrana externa de B.
abortus. Coldénias com morfologia lisa
apresentam a molécula de LPS completo, a
“Cadeia O”, enquanto bactérias de colbnias
rugosas nao apresentam esta cadeia ou ela
€ muito curta (Schurig et al., 2002). Colbnias
lisas podem sofrer dissociacdo e originar
colbnias rugosas, mucoides ou
intermediarias em cultivo in vitro (Huddleson
etal., 1952).

A maioria dos testes diagndsticos para
brucelose bovina baseia-se na deteccao de
anticorpos anti cadeia O (Schurig et al.,
2002). O Regulamento Técnico do PNCEBT
prevé a utilizacdo do teste sorolégico do
Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)
como teste de rotina e o uso dos testes do
2-Mercaptoetanol (2-ME) e Fixagcdo de
Complemento como testes confirmatoérios. O
Teste do Anel em Leite (“TAL”) também



podera ser utilizado para monitoramento de
propriedades certificados como livres de
brucelose (PROGRAMA..., 2006).

3.2 Brucelose no Brasil

Brucelose bovina causada por Brucella
abortus é a infeccdo mais prevalente no
Brasil, seguida por B. suis em suinos. Além
dessas espécies ja foram detectadas B.ovis
e B.canis infectando animais domésticos.
Até o presente momento, B.neotomae e B.
melitensis nao foram isoladas no Brasil
(Poester et al, 2002; Brasil, 2006).

Um estudo colaborativo entre o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e o Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal da
FMVZ-USP demonstrou elevadas
prevaléncias de brucelose bovina e bubalina
na maioria dos estados brasileiros,
especialmente nos estados tradicionais
produtores de carne da Regido Centro-
Oeste do pais. Nesta regido, o estado de
Mato Grosso apresentou prevaléncia de
focos de brucelose superior a 40%, com
média superior a 10% de fémeas
soropositivas. Prevaléncias altas também
foram encontradas para a maioria dos
estados avaliados no estudo. Entretanto,
outros estados apresentaram redugdo na
prevaléncia de focos e de fémeas
soropositivas para brucelose, sendo que
Minas Gerais, Bahia e Rio Grande do Sul
apresentam  prevaléncias de animais
soropositivos proximos a 1%. O Estado de
Santa Catarina apresentou indices de
prevaléncia tanto de focos como de animais
infectados muito baixos, o que permitiu a
suspensao da vacinagdo com vacina B19 e
0 inicio de um programa de erradicagao
(Ferreira Neto et al., 2006).

3.3 Controle da brucelose bovina

Os programas de controle e erradicagdo da
brucelose em bovinos tem como objetivo
reduzir as perdas econémicas e proteger a
saude publica contra a doenga (Radostits et
al., 2000; Brasil, 2006). O controle da
brucelose bovina depende de um
planejamento que inclui dois principais
fatores no manejo dos rebanhos
acometidos: o aumento da resisténcia da

populagéo bovina a infecgao e a prevengao
da exposicdo de animais susceptiveis a
Brucella abortus (Lage et al., 2005).

O aumento da resisténcia contra a
brucelose pode ser alcangado pelo emprego
sistematico da vacinacao de fémeas jovens
(Lage et al., 2005) e a redugédo da
exposicédo é alcangada principalmente pela
deteccdo e remocgao de vacas infectadas
antes que ocorra o parto, uma vez que o
aborto e seus produtos representam a
principal fonte de infeccdo para outros
animais do rebanho (Crawford et al., 1990;
Silva et al., 2005).

As estratégias de controle da doenga
incluem a vacinacgdo, testes e quarentena
na introdugdo de animais em um rebanho,
identificacdo e sacrificio de animais
infectados (incluindo a destruicdo de todo o
rebanho), educacdo sanitaria, manejo do
rebanho e medidas de higiene (Crawford et
al.,, 1990; Lage et al, 2005; Olsen e
Stoffregen, 2005).

No Brasil, o MAPA instituiu em 2001 o
Programa Nacional de Controle e
Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose
Animal (PNCEBT) com o objetivo de reduzir
o0 impacto negativo dessas zoonoses na
saude humana e animal, além de promover
a competitividade da pecuaria nacional
(Brasil, 2004 a).

As propostas técnicas do PNCEBT sao:
Vacinagao obrigatéria de fémeas entre trés
e oito meses com vacina B19; certificacao
de propriedades livres de brucelose e
tuberculose; certificacdo de propriedades
monitoradas para brucelose e tuberculose;
controle do transito de animais destinados a
reproducdo e normas sanitarias para
participacdo de feiras, leildes e exposi¢oes;
habilitacdo e capacitagdo de médicos
veterinarios (PROGRAMA..., 2006).

34 Vacinagao contra brucelose

O principal meio de reduzir a taxa de
infecgdo por brucelose em zonas de
prevaléncia elevada €& a imunizagdo em
massa (COMITE..., 1986). Sendo assim, a
vacinagdo constitui-se na mais importante
medida para o controle da brucelose nos
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bovinos porque, apesar de nao eliminar a
brucelose em um rebanho infectado,
promove uma diminuicdo da prevaléncia e
da incidéncia da doenca, propiciando um
avancgo do programa de controle em diregéo
a erradicacao da doencga (Lage et al., 2005;
Olsen e Stoffregen, 2005).

A vacinacdo de animais geralmente resulta
na eliminagéo do principal quadro clinico da
brucelose, que é o aborto, € na redugao do
numero de microrganismos excretados por
animais que se tornaram infectados. Além
disso, os proprietarios geralmente aceitam
bem a vacinagdo como mecanismo de
controle por ja estarem familiarizados com
este método de controle de doengas
(Corbel, 2006).

Embora a vacinacdo seja a medida de
controle mais econbmica, seu uso
isoladamente com as vacinas disponiveis na
atualidade nao é suficiente para erradicar a
brucelose de qualquer espécie hospedeira.
Nenhuma vacina confere 100% de protegao
contra a brucelose, seja em condigoes
experimentais, seja a campo (Olsen e
Stoffregen, 2005).

3.5 Vacinas contra a brucelose

bovina

As vacinas contra brucelose bovina sao
classificadas como vivas ou inativadas,
sendo que as vacinas vivas oferecem
imunidade mais solida e duradoura
(Nicoletti, 1990; Schurig et al., 2002).

As vacinas mais utilizadas no controle da
brucelose bovina tem sido B19, RB51 e
45/20 (Olsen e Stoffregen, 2005).

A vacina 45/20, é elaborada com uma
variante rugosa inativada de B.abortus,
originada da amostra lisa de B.abortus 45/0,
em adjuvante oleoso. Teve seu uso
descontinuado em fungdo da grande
variabilidade de resultados de protecao,
associado a severas reagdes no local de
aplicagao nos animais (Schurig et al., 2002).

A vacina RB51 é elaborada com uma
amostra rugosa, mutante de B. abortus, com
capacidade de promover uma resposta
imune celular sem induzir a producdo de

14

anticorpos detectaveis nos testes de
diagnéstico (Schurig et al. 2002). A vacina
RB51 teve seu uso aprovado nos Estados
Unidos da América (EUA) em 1996, em
fungdo da necessidade de uma vacina que
nao promovesse a produgdo de anticorpos
capazes de interferir nos testes sorologicos
(Ragan, 2002).

No Brasil, o Regulamento Técnico do
PNCEBT preconiza como obrigatéria a
vacinagdo de fémeas bovinas e bubalinas
com idade entre trés e oito meses com
vacina B19 e prevé que podera ser
realizada a vacinagéo de fémeas com idade
superior a oito meses com imundgenos que
nao interfiram nos testes diagndsticos, como
a vacina RB51 (Brasil, 2004 a; Brasil, 2007).

3.6 Vacina B19

A vacina com a amostra B19 de B. abortus
teve origem com o isolamento de uma
amostra virulenta de B. abortus em 1923,
pelo pesquisador norte-americano John
Buck. A cultura ficou esquecida a
temperatura ambiente por mais de um ano
e, quando testada novamente, apresentou-
se atenuada (Graves, 1943).

As principais caracteristicas vacinais da B19
sdo a patogenicidade baixa e estavel e a
imunogenicidade relativamente alta.
(Manthei, 1959). A atenuagdo e as
caracteristicas culturais e bioldgicas s&o
estaveis e ndo se alteraram apds varias
passagens por cobaias ou passagens
intravenosas em vacas gestantes (Mingle,
1941; Poester, 2006). A vacina B19 é a
referéncia para avaliagdo de outras vacinas
contra brucelose bovina e induz boa
imunidade contra desafios moderados com
organismos virulentos (Nielsen e Ewalt,
2004).

A B19 foi utilizada como vacina em
experimentos na década de 1930, foi
utilizada para produzir uma vacina padréo
em 1939 e em 1941 foi introduzida no
programa de erradicacdo da brucelose nos
Estados Unidos da América (Nicoletti,
1990). Com base em estudos considera-se
que uma vacina de qualidade contra
brucelose pode assegurar uma protegédo de
65 % a 75 % de animais vacinados, quando



utilizada uma dose de 5,0 x 10"° de Brucella
abortus viaveis aplicados subcutaneamente.
Embora 25% a 35% dos animais vacinados
possam vir a se infectar, muitos nao irdo
abortar (Manthei, 1959). Varios estudos
demonstraram que ocorre uma redugao
significativa da prevaléncia e incidéncia da
brucelose em paises e regidbes que
utilizaram sistematicamente a vacina B19
(Love et al., 1966; Nicoletti, 1990; Cheuville,
1993; Ferreira Neto et al., 2006).

A principal desvantagem da utilizacédo da
vacina B19 esta relacionada a ocorréncia de
titulos persistentes de anticorpos apos
vacinagdo, 0s quais interferem no
diagnéstico sorolégico da doenga (Nicoletti,
1990; Nielsen, 2002). Pelo fato do tempo da
soroconversdo poés-vacinal ao estado
soronegativo ser diretamente proporcional a
idade (Nicoletti, 1990), os programas de
controle da brucelose determinam como
animais alvo para vacinagdo com amostra
B19, animais pré-puberes, reduzindo o
problema de deteccdo sorolégica em
animais adultos (Olsen e Stoffregen, 2005).

Outras desvantagens do uso da vacina B19
sao a possibilidade desta amostra infectar o
homem, causar aborto se utilizada em vacas
gestantes (Cheville, 1993) e causar orquites
e outras lesdes em touros, como artrites
(Lambert et al., 1964; Thoen et al., 1993).

3.7 Fatores relacionados a imunidade
induzida por vacina B19

A capacidade imunogénica da vacina B19
depende da quantidade de bactérias viaveis
no momento da aplicagdo da mesma.
Fémeas bovinas recebem somente uma
dose de vacina B19 durante a vida e esta
dose devera conter uma concentragdo
minima de bactérias viaveis para a indugao
de imunidade protetora (Garcia-
Carrillo,1982).

Estudos demonstraram que uma Unica dose
da vacina B19 conferiu imunidade adequada
por no minimo 5 gestacbes e que na
vacinagdo com doses de 5,0 a 7,0 x 10"
bactérias viaveis a resisténcia induzida em
bovinos com a vacina B19 nao reduziu com
o tempo (Manthei et al., 1951; McDiarmid,
1957).

A dose recomendada de B19 para se
conferir protecdo é de 5,0 x 10" a 1,2 x 10"
bactérias viaveis (COMITE..., 1986). A
Organizagdo Mundial de Saude Animal
(OIE) recomenda uma unica dose de 5,0 a
8,0 x 10'° bactérias viaveis (Nielsen e Ewalt,
2004). A Farmacopéia Britanica estabelece
valores entre 4,0 x 10° e 1,2 x 10"
bactérias viaveis por dose (British
Pharmacopoeia, 1998). O MAPA recomenda
doses de entre 6,0 x 10 e 1,2 x 10"
bactérias viaveis para a aprovagdo da
vacina para comercializagao e que a menor
dose a ser utilizada devera ser 4,0 x 10"
que é a dose estabelecida para vacinas B19
ao vencimento (Brasil, 2004b). Todas estas
recomendagdes sdo para aplicagdo em
bezerras de trés a oito meses de idade, por
via subcuténea.

Apesar de alguns autores afirmarem que
doses reduzidas de 9,0 x 10" a 4,5 x 10°
bactérias viaveis conferem protecdo em
bezerras vacinadas entre trés e seis meses
(Davies et al., 1980), ndo existem relatos de
imunidade prolongada quando utilizadas
estas doses, nem uma avaliagdo efetiva
dessas dosagens reduzidas como indutoras
de protegcdo em bovinos adultos (Olsen e
Stoffregen, 2005).

Também foram avaliadas doses reduzidas,
para utilizagdo em animais adultos, de 3,0 x
10® a 3,0 x 10° bactérias viaveis via
subcutanea (Nicoletti, 1990). Entretanto,
com estas doses reduzidas alguns animais
podem apresentar titulos persistentes,
abortar e eliminar o microrganismo no leite
(Nielsen e Ewalt, 2004). Também sao
sugeridas doses reduzidas de 5,0 x 10° a
10,0 x 10° bactérias viaveis por via
conjuntiva. Porém, uma pequena
porcentagem de animais vacinados pode
apresentar titulos persistentes (COMITE...,
1986)

As qualidades antigénicas da amostra B19
estdo diretamente associadas ao grau de
dissociagdo, sendo que nado deve haver
dissociagao superior a 5% quando a
amostra é utilizada como vacina (Alton et
al., 1988; Nicoletti, 1990).

Além da concentragao celular e dissociagao,
outros fatores podem influenciar a
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imunidade induzida por vacinas contra
brucelose. A eficdcia da vacina a campo
pode ser influenciada pelo estado nutricional
dos animais, estresse ambiental e infecgao
concomitante com outros microrganismos.
As taxas de infeccdo e de abortos estdo
diretamente relacionadas a dose de
exposicdo as amostras virulentas de B.
abortus, sendo que altas doses de
exposicdo podem sobrepor a protegado
induzida pela vacinagéo (Confer et al., 1985;
Olsen e Stoffregen, 2005).

3.8 Fatores relacionados a
estabilidade da vacina B19

Varios sado os fatores relacionados a perda
de estabilidade de vacinas B19 liofilizadas
em condi¢des de estocagem. Em um estudo
com vacinas B19 liofilizadas armazenadas a
4°C, verificou-se que ocorre uma curva de
aumento de umidade residual ao mesmo
tempo em que ocorre uma curva de queda
da viabilidade bacteriana até cerca de seis
meses apos a liofilizagdo. Apds este periodo
ocorre entdo uma progressao muito lenta
dos valores de umidade e contagem de
bactérias viaveis até cerca de 360 dias
(Valette et al.,, 1977). A preservagéo da
viabilidade bacteriana nas vacinas com
amostra B19 esta diretamente relacionada a
umidade residual, sendo o nivel 6timo de
umidade entre 1% e 3%. (Valette et al,,
1977; Fawthrop, 1996).

Estudos demonstraram que a perda de
viabilidade é maior quando a vacina é
mantida a temperatura ambiente (25°C) ou a
temperatura de 37°C em comparagdo a
temperatura de 5°C (Verwey et al.,, 1950;
Love et al.,, 1966). A OIE recomenda que
apos a fabricagdo, a vacina B19 deve ser
mantida a 4°C e apresentar umidade
residual de 1% a 2% (Nielsen e Ewalt,
2004).

Verwey et al. (1950) afirmaram que no
processo de liofilizagdo, composto de trés
fases (congelamento, sublimagéo e selagem
dos frascos), o estagio de sublimagéo € o
que parece ser mais critico para a
sobrevivéncia dos microrganismos. Durante
0 processo de liofilizagéo, a porcentagem de
perda de células viaveis pode variar de 10 a
96% (Verwey et al., 1950, Garcia-Carrillo,
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1982), sendo a média de redugédo em torno
de 50% (Garcia-Carrillo, 1981).

Outro fator de grande importancia para a
estabilidade da vacina a longo prazo é o
vacuo. Vacinas em frascos sem vacuo
adequado nao devem ser utilizadas (Verwey
et al., 1950). Estudos demonstraram que
frascos que contem pouco vacuo podem
apresentar uma perda de 50% ou mais de
bactérias viaveis at¢é um més apds a
fabricagdo, mesmo quando mantidos a
temperatura de 4°C (Garcia-Carrillo,1977;
Garcia-Carrillo, 1982).

No processo de liofilizagdo deve ser
utilizado um veiculo de liofilizagdo, ou meio
estabilizador, que preserve ao maximo as
caracteristicas e a viabilidade da amostra
B19 (Angus et al.,, 1977). Estudos com
diferentes formulas de veiculos de
liofiizacdo  demonstraram taxas de
sobrevivéncia a liofilizacdo variando de 23%
a 65% em fungdo do veiculo (Garcia-
Carrillo, 1981; Garcia-Carrillo, 1982).
Segundo Garcia-Carrillo (1981), deveria ser
empregada como férmula base para o
veiculo de liofilizagdo aquela recomendada
pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS),
pois esta formula é a que apresenta
melhores resultados durante a liofilizacdo e
armazenamento em condigbes adequadas
(Garcia-Carrillo, 1981). Esta afirmagao esta
de acordo com os resultados de um trabalho
no qual cinco meios estabilizadores foram
avaliados e o meio OMS foi superior aos
quatro outros meios avaliados (Angus et al.,
1977).

3.9 Controle de
vacinas B19

qualidade das

A OIE recomenda que as partidas de vacina
B19 sejam testadas para pureza (auséncia
de microrganismos estranhos), viabilidade
(bactérias vivas por dose) e dissociagao.
Lotes de sementes de B19 produzidos
devem ser regularmente testados para
viruléncia residual e imunogenicidade em
camundongos (Nielsen e Ewalt,,.2004).

No Brasil, o MAPA aprova somente o uso da
vacina liofilizada contra B. abortus (Brasil,
2004b). A vacina é composta de uma fragéao
liofilizada e de um diluente. Para a produgao



da vacina deve ser utilizada uma semente
de referéncia de B. abortus B19
reconhecida pelo MAPA, com eficacia
comprovada para a producdo de vacina
(Brasil, 2004b).

As vacinas B19 comercializadas no Brasil
devem ser aprovadas pelo controle de
qualidade dos estabelecimentos fabricantes
antes de serem enviadas ao MAPA. O
controle de qualidade oficial das vacinas
B19 tem como meta assegurar que o0s
objetivos da vacinacdo sejam alcangados. A
Instrucdo Normativa 15 da Secretaria de
Defesa Agropecuaria (SDA) do MAPA que
regulamenta as normas para a aprovagao
de vacinas B19 inclui varios itens, entre os
quais pureza, pH, dissociagdo, umidade e
contagem de microrganismos viaveis,
pressao negativa, ensaio de estabilidade
térmica e analise do diluente (Brasil, 2004
b). A wvacina deve estar livre de
contaminagdo e apresentar somente
crescimento de B. abortus.

A vacina é considerada satisfatéria para
dissociagao se nao houver mais que 5% de
colénias rugosas. A contagem do numero
de bactérias viaveis é feita quando a vacina
€ recebida para andlise oficial e ¢é
considerada satisfatoria se a contagem néo
for inferior a 6,0 x 10" UFC por dose ou
superior a 1,2 x 10" UFC por dose na data
de liberagdo da vacina. Ao final do prazo de
validade, as vacinas devem apresentar
contagem de bactérias viaveis = 4,0 x 10"
UFC/dose (Brasil, 2004 b).

Apesar de ser exigida uma concentragao
minima de bactérias viaveis em vacinas B19
ao final do prazo de validade (Brasil, 2004
b), a andlise destas vacinas nao é realizada
rotineiramente no Brasil'.

3.10 Testes de Estabilidade Térmica

O Ensaio de Estabilidade Térmica utilizado
pelo Laboratério Nacional Agropecuario de

" Soares Filho, P.M. Comunicagao pessoal, 2008.
Laboratério Nacional Agropecuario -
LANAGRO/MG Setor de Brucelose — Av. Rémulo
Joviano S/N - CEP 33600.000 - Pedro
Leopoldo/MG.

Minas Gerais - LANAGRO/MG, 6rgao do
MAPA responsavel pelo controle oficial das
vacinas B19, é um ensaio de estabilidade
térmica acelerado utilizado para estimar a
quantidade de células viaveis em vacinas
B19 no final do periodo de validade do
produto. O desempenho insatisfatério neste
teste, no entanto, ndo é critério de
reprovacdo do produto. (Manual..., 2007;
Brasil, 2004b).

No item Testes de Estabilidade, a
Organizagdo Mundial de Saude Animal OIE,
infforma que um teste acelerado de
estabilidade pode ser feito para determinar
um prazo de validade provisério de novos
produtos, pela incubagdo deste produto a
37°C por uma semana para cada ano de
validade do produto. Porém estes testes
devem ser confirmados por testes de
poténcia em tempo real, em pelo menos trés
lotes do produto, ao vencimento e trés a
seis meses apos o vencimento. Para
produtos com microrganismos viaveis,
testes devem ser feitos na liberagdo do
produto e proximo a data de vencimento até
que se consigam dados estatisticamente
validos para determinar o prazo de validade
(Espeseth, 2004).

No Brasil, os prazos de validade das
vacinas sdo determinados pelo fabricante
dentro dos periodos determinados pela
legislacdgo do MAPA e devem ser
comprovados por testes de estabilidade em
tempo real.

Para que seja determinado o prazo de
validade de um produto veterinario na Uniao
Européia, o fabricante devera apresentar
estudos de estabilidade feitos em tempo
real, em intervalos de tempo regulares.
Estes estudos deverédo ser feitos até trés
meses apds o periodo de validade
determinado em trés lotes produzidos de
forma consecutiva, sendo que podem ser
feitos lotes piloto se os mesmos forem

2 Pereira, M.S. Comunicagdo pessoal, 2008.

Coordenacdo de Produtos Veterinarios (CPV).
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento  (MAPA). Esplanada  dos
Ministérios, Bloco D, Anexo A, CEP 70043.900 -
Brasilia/DF.
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realizados em condicbes semelhantes a
escala industrial (Fawthrop, 1996)

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Local do Experimento

As analises das vacinas foram realizadas no
Setor de Brucelose do Laboratorio Nacional

Agropecuario / Minas Gerais
(LANAGRO/MG) do MAPA, em Pedro
Leopoldo/MG.

4.2. Amostragem

Foram incluidas no estudo amostras de
todas as partidas de vacinas comerciais B19
contra a brucelose bovina aprovadas pelo
MAPA, com vencimento no periodo de
margo/2007 a julho/2007, totalizando 67
partidas. Estas partidas corresponderam a
44,7% das partidas com vencimento em
2007. Do total de nove marcas comerciais
de vacinas B19 registradas junto ao MAPA,
produzidas por oito laboratérios, seis
vacinas  apresentavam  partidas com
vencimento naquele periodo (Tab. 1). O
Laboratério 2 produz duas diferentes
marcas comerciais.

Tabela 1 — Distribuicdo das partidas de vacinas comerciais B19 aprovadas pelo MAPA, com
vencimento entre marco e julho de 2007, avaliadas neste estudo.

Laboratorio

1 2 3 4 5 Total
Margo 7 3 4 0 3 17
Abril 3 6 1 1 0 11
Maio 9 7 4 0 0 20
Junho 4 4 3 1 0 12
Julho 0 6 0 1 0 7
Total 23 26 12 3 3 67

Das 67 partidas de vacina estudadas, 29
possuiam prazo de validade de 12 meses,
35 possuiam prazo de validade de 18
meses e trés possuiam prazo de validade
de 24 meses.

Todas as partidas de vacinas estudadas
foram testadas e aprovadas para uso pelo
LANAGRO/MG, segundo os critérios da
Instru¢do Normativa 15 da Secretaria de
Defesa Agropecuaria (SDA) do MAPA
(Brasil, 2004 b).

Na primeira fase, quando as vacinas foram
submetidas a analise oficial (Brasil, 2004b),
foram coletados na industria 10 dez frascos
de cada partida da vacina por um Fiscal
Federal Agropecuéario do MAPA e enviados
ao LANAGRO/MG.

Na segunda fase do experimento, para se
avaliar a concentragdo de bactérias viaveis
ao final do prazo de validade de cada
partida, foram coletados outros quatro
frascos de cada partida aprovada, no més
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de vencimento da partida, diretamente no
retém da industria produtora por um Fiscal
Federal Agropecuéario do MAPA e enviados
ao LANAGRO/MG.

Todas as partidas foram enviadas ao
laboratério sob refrigeragdo (2°C a 8°C),
acompanhadas de formulario de coleta
oficial.

4.3. Analise das vacinas para
aprovacao oficial

Para a liberagdo oficial, as vacinas foram
submetidas aos testes de pureza,
dissociacao, contagem de bactérias viaveis,
estabilidade térmica (ensaio de estabilidade
térmica), pH, analise do diluente da vacina
e pressdo negativa (andlise de vacuo)
(Brasil 2004b).

Os procedimentos para analise das vacinas
B19 comercializadas no Brasil estado
descritas no Manual de Procedimentos e
Técnicas de Controle de Qualidade de



Vacinas Contra a Brucelose e Antigenos
para Diagnéstico da Brucelose do MAPA
(Manual..., 2007?).

A determinagcdo de bactérias viaveis foi
realizada utilizando-se dois frascos de cada
partida de vacina. A contagem do numero
de bactérias viaveis foi efetuada segundo as
recomendacdes do Manual de
Procedimentos e Técnicas de Controle de
Qualidade de Vacinas Contra a Brucelose e
Antigenos para Diagnéstico da Brucelose do
MAPA (Manual..., 2007?) descrita no Anexo
1, conforme Alton et al. (1988). Os
resultados foram emitidos em numero de
unidades formadoras de colénias (UFC) x
10"%/dose de vacina. Vacinas com
contagens de bactérias viaveis inferiores a
6,0 x 10" UFC/dose de vacina ou
superiores a 1,2 x 10" UFC/dose de vacina
foram reprovadas, conforme a legislagédo
vigente (Brasil, 2004b).

O ensaio de estabilidade térmica (EET) foi
realizado utilizando-se trés frascos da
mesma partida da vacina. Os frascos foram
mantidos em estufa a 37°C, por sete dias
(Manual..., 2007?). Apds esse periodo foram
retrados da estufa e submetidos a
contagem do numero de bactérias viaveis
(Alton et al., 1988; Manual., 2007; Anexo 1).
Os resultados foram emitidos em numero de
unidades formadoras de colénias (UFC) x
10"%/dose de vacina.

Todos os procedimentos e observagdes
foram registrados no formulario
“Acompanhamento do Controle de Vacinas
B19 contra Brucelose”, do Setor de
Brucelose do LANAGRO/MG, para garantir
a rastreabilidade, confiabilidade e qualidade
das informacdes.

4.4. Contagem de bactérias viaveis nas
vacinas ao vencimento

Para realizar a contagem de bactérias
viaveis ao vencimento foram utilizados trés
frascos de cada partida da vacina, coletados
no retém da industria. Os frascos passaram
por avaliagdo de vacuo (pressao negativa),
utilizando-se um centelhador de alta
voltagem antes de serem realizadas as
contagens de bactérias viaveis (Manual...,

2007?). Para o experimento foi utilizado o
mesmo procedimento de contagem da
andlise para liberagdo oficial (contagem a
fresco) e ensaio de estabilidade térmica
(EET). A metodologia analitica foi a
recomendada por Alton et al. (1988),
descrita no Manual de Procedimentos e
Técnicas de Controle de Qualidade de
Vacinas Contra a Brucelose e Antigenos
para Diagndstico da Brucelose (Manual...,
2007), e no Anexo 1. Os resultados foram
emitidos em numero de unidades
formadoras de colonias (UFC) x 10'°/dose
de vacina.

4.5 Precaugodes analiticas

Todos os procedimentos foram realizados
atendendo as exigéncias e recomendacbes
do Nivel 3 de Biosseguranga (Richmond e
Mckinney, 2000). O trabalho foi realizado
por técnico com adequado conhecimento e
treinamento em procedimentos basicos de
microbiologia, manipulagdo de culturas
patogénicas, descarte de material
contaminado e seguranga  bioldgica.
Equipamentos de protecao individual como
jalecos, sapatos fechados, mascaras, luvas,
oculos e toucas foram utilizados durante
todas as analises.

Todas as partidas de vacinas foram
coletadas no retém da industria e passaram
pela recepgao de amostras do
LANAGRO/MG onde foram conferidas a
documentacgdo pertinente e a temperatura
de chegada de cada partida. Apos conferir
documentos e temperatura, as vacinas
foram entdo enviadas ao Setor de Brucelose
do LANAGRO/MG, onde foram conferidas a
integridade da amostra, partida,
documentacdo e temperatura na entrega.
As amostras recebidas com temperatura
acima da recomendada (2°C a 8°C) (Brasil,
2004b), ndo foram utilizadas para analise.
Somente as vacinas em condigdes
adequadas foram registradas e ficaram
disponiveis para analise. Neste percurso as
vacinas foram mantidas sob refrigeragdo e
apos a conferéncia foram armazenadas em
geladeira ou cémara fria com temperatura
monitorada duas vezes ao dia até o
momento da realizagdo da analise.
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4.6 Analises Estatisticas

As avaliacbes das médias das contagens
bacterianas das vacinas a aprovagao, ao
ensaio de estabilidade térmica e ao final do
prazo de vencimento foram realizadas pelo
teste t de Student conforme Sampaio
(2002), empregando-se o pacote estatistico
SAEG (Fundagao Arthur Bernardes, Vigosa,
MG).

Para a analise e comparagao dos resultados
das contagens de bactérias viaveis das
partidas ao ensaio de estabilidade térmica
(EET) com os resultados ao vencimento
foram simulados trés diferentes pontos de
corte para o EET: 2,0 x 10" UFC/dose
(PC1); 3,0 x 10"° UFC/dose (PC2); e 4,0 x
10'"® UFC/dose (PC3). Os pontos de corte
foram definidos em fungdo do valor
atualmente determinado na legislacéo
(Brasil, 2004b) Qara aprovagao (maior ou
igual a 4,0 x 10" UFC/dose) ou reprovagao
(menor que 4,0 x 10" UFC/dose) das
vacinas ao vencimento.

A aprovacgao das partidas pela contagem de
bactérias viaveis ao vencimento e pelos
diferentes pontos de corte no ensaio de
estabilidade térmica foi avaliada pelos testes
de McNemar (Siegel, 1975), kappa (Smith,
1995) e calculo da sensibilidade,
especificidade e valores preditivos (Tarabla,
2004) empregando-se 0s pacotes
estatisticos Epistat (Gustafson, T.L.; Round
Rock, Texas, USA) e WinEpiscope 2.0
(Thrusfield et al.., 2001). Em todas as
analises foi empregado um erro o de 0,05
(Sampaio, 2002).

5. RESULTADOS
A andlise de pressdo negativa pelo
centelhador de alta voltagem todos os
frascos de vacina utilizados no experimento

apresentaram vacuo de boa qualidade.

Das 67 partidas de vacina B19 analisadas,
com vencimento no periodo de margo a
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julho de 2007, 50 (74,6 %) apresentaram
contagem de bactérias viaveis igual ou
superior a 4,0 x 10'° UFC/dose ao final do
prazo de validade, valor este estabelecido
pela legislacdo para o numero de bactérias
viaveis no vencimento para vacinas B19
comercializadas no Brasil (Brasil, 2004b)
(Tab. 2). Houve variagao entre o numero de
partidas com contagem de bactérias igual
ou superior a 4,0 x 10" UFC/dose em
funcdo do prazo de validade, com 93,1%,
60,0% e 66,7% das partidas consideradas
satisfatorias, com prazos de validade de 12,
18 e 24 meses, respectivamente, segundo
parémetros indicados pela legislacéo (Brasil,
2004b) (Tab. 2).

Os dados relativos a média das contagens
de bactérias viaveis das vacinas nas
analises para aprovagao, ao vencimento e
no ensaio de estabilidade térmica, por prazo
de validade e por laboratério produtor de
vacina B19, sdo apresentados na Tabela 2.
Nao houve diferenga significativa entre as
médias das contagens de bactérias viaveis
por dose de vacina na analise para
aprovagao entre partidas dos laboratérios
que produziam vacinas B19 com prazo de
validade de 12 meses (laboratérios 2 e 5),
nem entre aquelas dos produtores de
vacinas B19 com prazo de validade de 18
meses (laboratérios 1 e 3) (Tab. 2). Dessa
forma as partidas de vacina B19 de
diferentes laboratérios com prazo de
validade de 12 meses e as com prazo de
validade de 18 meses puderam ser
agrupadas, dentro de cada prazo de
validade, para as andlises posteriores.
Somente nas partidas de vacinas B19 com
prazo de validade de 12 meses houve
diferenga significativa entre as médias das
contagens de bactérias vidveis por dose
observadas pelo ensaio de estabilidade
térmica e pela andlise ao vencimento da
vacina (Tab. 3). As médias de bactérias
viaveis por dose de vacina nas andlises a
aprovagdo e ao vencimento foram
significativamente diferentes nas partidas de
vacina com prazo de validade de 18 meses
(Tab. 3).



Tabela 2 — Partidas de vacinas B19 aprovadas pelo MAPA e analisadas ao vencimento para a

determinagao de bactérias viaveis.

Partidas analisadas’ ao

Partidas aprovadas ao

Prazode | . ... vencimento vencimento'

Validade -2poratorio N N %
12 meses 2 26 24 92,3
5 03 03 100,0

Total 29 27 93,1
18 meses 1 23 15 65,2
3 12 06 50,0
Total 35 21 60,0
24 meses 4 03 02 66,7
Total 03 02 66,7
Total 67 50 74,6

1 - De acordo com a Instrugdo Normativa N° 15, de 19 de fevereiro de 2004; 2 — Partidas aprovadas pelo
MAPA para comercializacdo com vencimento entre margo e julho de 2007; 3 — Partidas com contagem de

bactérias superior ou igual a 4,0 x 10" UFC/dose.

Nao foi realizada comparagdo das médias
das contagens a liberagdo e ao vencimento
das partidas do laboratério 5 em fungéo do
pequeno numero de amostras (N = 3).
Porém, as médias das trés partidas ao
vencimento sdo superiores as médias das
partidas a liberagéo (Tab. 3). Isso ocorre em
fungdo da variagdo das contagens entre os

frascos de vacinas dentro de uma mesma
partida.

As médias das contagens de bactérias
viaveis do laboratério 4 também n&o foram
analisadas em fungdo do pequeno numero
de amostras (N=3).
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Tabela 3 — Concentragdo de bactérias viaveis (UFC x 10" dose) em vacinas B19
comercializadas no Brasil a aprovacao, ao vencimento e no ensaio de estabilidade térmica’.

Prazode | ., atéric  N?  Analise’ Média® Desvio;  Valor = Valor
Validade padrao maximo®~ minimo

12 meses 2 26 A 8,05 1,60 11,60 6,00

& 7,40 2,41 11,57 1,38

EET® 5,26 2,54 9,65 1,36

5 3 A 7,65 1,51 9,23 6,23

Vv 8,47 0,33 8,85 8,22

EET 5,71 3,15 8,53 2,35

Total 29 A 8,01 1,57 11,60 6,00

& 7,51 2,31 11,57 1,38

EET? 5,33 2,55 9.65 1,36

18 meses 1 23 AR 8,03 1,39 11,33 6,03

VA 4,62 1,77 8,32 1,60

EET 4,21 1,20 6,10 1,80

3 12 AR 6,92 1,17 9,85 6,00

VA 3,95 0,98 5,58 2,25

EET 4,60 1,45 7,08 1,80

Total 35 A? 7,65 1,41 11,33 6,00

VA 4,39 1,56 8,32 1,60

EET 4,34 1,28 7,08 1,80

24 meses 4 3 A 7,45 2,05 9,80 6,00

V 5,53 1,55 6,48 3,52

EET 5,43 3,49 9,22 2,35

Total 3 A 7,45 2,05 9,80 6,00

Vv 5,53 1,55 6,48 3,52

EET 5,43 3,49 9,22 2,35

1 — Partidas com vencimento entre margo e julho de 2007; 2 — Numero de partidas analisadas; 3 — Analise
a aprovagao para liberagao (A), analise ao vencimento (V) ensaio de estabilidade térmica (EET); 4 —
Contagem de bactérias viaveis (UFC x 101°/dose). As comparagdes entre as médias das contagens de
bactérias viaveis (4) a aprovagado (A) e ao vencimento (V) (A = P<0,01) e entre ao vencimento (V) e o
ensaio de estabilidade térmica (EET) (a = P<0,01) foram realizados pelo teste de t de Student. Somente
as diferengas estatisticamente significativas foram indicadas por letras na tabela.

Para as vacinas com prazo de validade de
12 meses, somente no primeiro ponto de
corte (PC1), 2,0 x 10" UFC/dose, os
resultados do ensaio de estabilidade térmica
foram semelhantes aos resultados das
analises das vacinas ao vencimento quando
se utilizou o teste de McNemar (Tab. 4 e
Tab. 5). No entanto, a concordancia entre
os testes foi inferior a 0,4 pelo teste kappa
(Tab.5). Os valores preditivos negativos do
ensaio de estabilidade térmica frente a
aprovacgao das vacinas no vencimento foram
baixos em todos os pontos de corte (Tab. 5).
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Para as vacinas com prazo de validade de
18 meses, o ponto de corte de 4,0 x 10"
UFC/dose foi o uUnico que apresentou
resultados do ensaio de estabilidade térmica
sem diferenca estatisticamente significativa
aos resultados das partidas de vacinas ao
vencimento, segundo o teste de McNemar
(Tab. 4 e Tab. 5). No entanto, a
concordancia pelo teste kappa, a
sensibilidade, a especificidade e o valor
preditivo negativo do ensaio de estabilidade
térmica foram baixos quando comparados
com a aprovagao das partidas de vacina ao
vencimento (Tab. 5).



Tabela 4 — Simulagao de trés pontos de corte para o teste de estabilidade térmica em partidas
de vacina B19 comercializadas no Brasil em relacdo a aprovacédo da partida ao vencimento,
segundo as recomendagdes do MAPA (Brasil, 2004b).

Prazo de V' PC1? pc2® PC3*
Validade A° R® T A R T A R T
12 meses A 25 2 27 21 6 27 19 8 27
R 1 1 2 0 2 2 0 2 2
T 26 3 29 21 8 29 19 10 29
18 meses A 20 1 21 19 2 21 18 3 21
R 13 1 14 11 3 14 7 7 14
T 33 2 35 30 5 35 25 10 35

1 — V — Analise ao vencimento; 2 — PC1 — Ponto de corte de 2,0 x 10" CFU/dose; 3 — PC2 — Ponto de
corte de 3,0 x 10" CFU/dose; 4 — PC3 — Ponto de corte de 4,0 x 10'° CFU/dose; 5 — A — Aprovada; 6 — R
— Reprovada; 7 — T — Total

Tabela 5 — Analise dos trés pontos de corte simulados para o ensaio de estabilidade térmica
em relagdo a aprovagao das partidas ao vencimento, segundo as recomendagdes do MAPA
(Brasil, 2004b).

Prazode Ponto de 2

3 4 5 6 7

Validade Corte’ Sen Esp VPN VPP Kappa McNemar
12 meses PC1 0,926 0,500 0,333 0,962 0,346 1,000
PC2 0,778 1,000 0,250 1,000 0,326 0,031
PC3 0,704 1,000 0,200 1,000 0,247 0,008
18 meses PC1 0,952 0,071 0,500 0,606 0,028 0,002
PC2 0,905 0,214 0,600 0,633 0,133 0,022
PC3 0,857 0,500 0,700 0,720 0,375 0,344

1 — PC1 — Ponto de corte de 2,0 x 10™ CFU/dose; PC2 — Ponto de corte de 3,0 x 10"° CFU/dose; PC3 — |
Ponto de corte de 4,0 x 10" CFU/dose; 2 — Sen — Sensibilidade; 3 — Esp — Especificidade; 4 — VPN —
Valor preditivo negativo; 5 — VPP — Valor preditivo positivo; 6 — Kappa — Estatistica kappa (Tarabla, 2004);

7 — Teste de McNemar (Siegel, 1975)

6. DISCUSSAO

O programa Nacional de Controle e
Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose
Animal (PNCEBT) do MAPA encontra-se na
etapa de controle das doencgas €, no caso
da brucelose, a vacinacdo de bezerras de
trés a oito meses com a vacina B19 é a
principal estratégia empregada. Dessa
forma é indispensavel que as vacinas
disponibilizadas no mercado atendam aos
parametros de qualidade estabelecidos pela
legislagao vigente no Brasil (Brasil, 2004b) e
por o6rgdos internacionais (COMITE...,
1986); British  Pharmacopoeia, 1998;
Nielsen e Ewalt, 2004).

O MAPA ndo analisa rotineiramente as
vacinas comerciais ao vencimento. Os
prazos de validade sdo determinados pelo
fabricante da vacina, dentro dos 24 meses
maximos previstos pela legislagdo (Brasil,
2004 b). Desta forma nao existem estudos
das concentragcbes de bactérias viaveis em
vacinas B19 ao vencimento, nem nas
partidas disponiveis no mercado nem nas
partidas em estoque na industria.

Segundo Verwey et al. (1950), a
determinacdo do numero de microrganismos
viaveis na vacina B19 tem sido utilizada
como parametro para estimar se a vacina ira
conferir prote¢ao ou ndo. Assim, uma forma
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de predizer a qualidade de vacinas B19 é
avaliar se a concentragdo de bactérias
viaveis por dose, realizada in vitro, esta
dentro das normas do 6rgdo regulador do
programa de controle da brucelose no pais.

Vacinas liofilizadas apresentam perda
gradual de contagem de bactérias viaveis,
porém devem manter a viabilidade durante a
vida de prateleira indicada pelo fabricante
(Nielsen e Ewalt, 2004). Considerando que
umidade residual, o vacuo e o veiculo de
liofilizagdo (estabilizador) sdo fatores que
podem ser controlados pela industria
durante o processo de produgcdo das
vacinas, a temperatura passa a ser o fator
que mais interfere na conservagao da
vacina apoés a fabricacdo. Por este motivo a
cadeia de frio deve ser mantida em
condigdes adequadas durante o transporte,
distribuicdo, estocagem e manuseio das
vacinas, para garantir a viabilidade das
mesmas.

Verwey et al., (1950) concluem que grandes
problemas em relagdo a perda de
viabilidade ocorrem em condi¢des de campo
(transporte, estoque e uso) e podem ter um
efeito direto sobre a capacidade imunizante

da dose administrada.

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), muitos problemas em relagédo a
cadeia de frio sdo encontrados em paises
em desenvolvimento, onde existem falhas
na distribuicio de energia elétrica e
refrigeragcdo. Entre os principais problemas
estdo a exposicdo das vacinas a
temperaturas inadequadas durante
transporte e estocagem, congelamento de
vacinas, auséncia de termdémetros nos
refrigeradores para controle de temperatura
e estoque de vacinas junto a alimentos,
bebidas e outros produtos (Galazka et al.,
1998).

No presente estudo as vacinas foram
coletadas no més do vencimento no
estoque da industria onde se encontravam
em temperaturas adequadas de 2°C a 8°C,
em fungao do interesse dos fabricantes em
manter a integridade dos seus produtos.
Apés a coleta, foram mantidas em cadeia de
frio monitorada até o momento da analise,
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para garantir a confiabilidade dos

resultados.

Os resultados do presente experimento
demonstraram que mais de 25 % das
vacinas analisadas apresentaram contagem
de bactérias viaveis ao vencimento abaixo
do recomendado pela legislagdo (Brasil,
2004b), sendo que as vacinas com prazo de
validade de 12 meses foram as que
apresentaram o menor numero de partidas
com contagens abaixo do estabelecido pela
legislagdo ao vencimento. Destas vacinas,
quase 8% estavam abaixo do recomendado.
Este quadro se agrava quando analisamos
as vacinas com prazo de validade acima de
12 meses. Somando-se as vacinas com
prazo de validade de 18 e 24 meses,
encontra-se que 42 % das partidas estavam
com contagem inferior a 4,0 x 10"° bactérias
viaveis por dose.

Podemos inferir que, caso as vacinas
tivessem sido coletadas no comercio, onde
estariam submetidas aos problemas de
cadeia de frio e aos efeitos deletérios das
oscilacbes de temperatura sobre a
contagem de bactérias viaveis (Verwey et
al., 1950; Love et al., 1966), poderiam ser
esperados resultados de contagens de
bactérias viaveis ainda mais baixos nas
partidas analisadas e maior numero de
partidas fora do padrao recomendado.

As diferengcas entre as concentragdes de
bactérias viaveis ao final do prazo de
validade nas vacinas com 12, 18 e 24
meses nao podem ser justificadas por
diferencas nas concentragdes iniciais (a
aprovacgdo) uma vez que todas as vacinas
aprovadas estavam com contagens acima
do minimo requerido para aprovagéo (6,0 x
10" bactérias viaveis por dose) (Brasil,
2004b) e nao existe diferenga estatistica
entre as médias a aprovagado das vacinas
com diferentes prazos de validade.

Segundo Valette et al. (1977), uma curva de
reducdo de bactérias viaveis em vacinas
B19 ocorre principalmente nos seis
primeiros meses apos a liofilizagéo,
acompanhando a curva de aumento da
umidade residual presente na vacina,
mesmo quando as vacihas s&o



armazenadas a 4°C. Dessa forma, pode-se
deduzir que as vacinas que chegaram ao
final do prazo de validade com contagens
abaixo do recomendado pela legislagao,
provavelmente j& apresentavam estas
contagens baixas anteriormente.

No presente estudo, onde as amostras
foram mantidas sob temperatura controlada
até o momento da analise, a temperatura e
o tempo podem néo ter sido os principais
fatores responsaveis pela diferenga entre as
contagens de bactérias ao vencimento nas
vacinas de 12, 18 e 24 meses. Outros
fatores que interferem na viabilidade das
vacinas durante estocagem devem ser
considerados, como o veiculo de liofilizagao
(Angus et al., 1977; Garcia-Carrillo, 1982), a
umidade residual pos-liofilizagdo (Hutton et
al. 1951; Valette et al.,, 1977; Fawthrop,
1996) e a qualidade de frascos e rolhas
(Garcia-Carrillo, 1981; Pikal e Shah, 1991).

Como todos os frascos de vacinas foram
avaliados quanto ao vacuo antes de serem
submetidos a contagem de bactérias viaveis
e apresentaram resultados satisfatérios,
esse fator parece nao ter contribuido para
as diferencas entre os resultados da
viabilidade celular das partidas de vacina
com diferentes prazos de validade.

Apesar de somente trés partidas do
laboratério 4, cujo prazo de validade é de 24
meses, terem sido analisados neste
experimento, o que diminui o poder de
resolugdo dos testes, duas partidas
apresentaram contagens de bactérias
viaveis superior ao exigido pela legislagédo
ao vencimento. Isto demonstra que é
possivel produzir vacinas com boa
viabilidade considerando o prazo maximo de
validade de 24 meses previstos na
legislacdo, uma vez que a média das
vacinas com prazo de validade de 24
meses, ao vencimento, € superior ao
minimo de 4,0 x 10" UFC/dose (Tab. 3).
Isso sugere que o fator tempo de
estocagem pode ser menos significativo que
os outros fatores que interferem na
viabilidade das vacinas B19 durante sua
armazenagem, como a composi¢do do
veiculo de liofilizagdo e a cadeia de frio
durante a vida de prateleira da vacina.

Como a concentragdo de microrganismos
viaveis ao vencimento, estabelecido pela
legislagéo brasileira, € um fator diretamente
relacionado a indugao da resposta imune no
hospedeiro e grande numero de partidas se
encontra com valores de UFC/dose ao
vencimento abaixo do estabelecido pela
legislagdo brasileira, podemos inferir que
varias bezerras estdo recebendo doses de
vacinas B19 abaixo do recomendavel para
uma imunizagdo adequada, mesmo quando
a vacina nao é utilizada ao final do prazo de
vencimento. Isto pode causar grande
impacto negativo no programa de
vacinagdo, uma vez que mesmo se as
metas de cobertura vacinal estipuladas pelo
PNCEBT fossem alcangadas, nem todas as
bezerras vacinadas estariam protegidas,
reduzindo os indices de 65% a 75% de
protecdo previstos quando se utiliza a
vacina B19.

Nos anos de 2005 e 2006, a média de
doses por partida de vacina B19 produzidas
no Brasil e aprovadas ?elo MAPA foi em
torno de 100.000 doses”. Considerando os
dados da tabela 3, podemos inferir, com
base nos resultados deste estudo, que
1.700.000 doses de vacina B19 podem ter
sido disponibilizadas no comércio com
concentragao de bactérias viaveis abaixo do
minimo recomendado pela legislagdo ao
vencimento (Brasil, 2004b). Aplicando-se o
percentual de total de reprovagdo das
partidas ao vencimento encontrado neste
estudo (25,4%) ao total de partidas
produzidas no ano de 2007 (150 partidas3),
teriamos um total de 38 partidas
reprovadas. Isto equivaleria, pela média de
doses por partida3, a 3,8 milhdes de doses
de vacina que nao apresentariam
concentragdo bacteriana desejavel ao final
de sua validade. Se considerarmos os
fatores relacionados a cadeia de frio, esse
numero pode ter sido ainda maior,
principalmente nas vacinas de 18 e 24
meses que ficaram mais tempo sujeitas as

3 Soares, Filho, P.M. Comunicacdo pessoal,
2008. Laboratério Nacional Agropecuario —
LANAGRO/MG Setor de Brucelose — Av. Rémulo
Joviano S/N - CEP 33600.000 - Pedro
Leopoldo/MG.
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alteracbes de temperatura, com suas
consequentes implicagbes na viabilidade
das vacinas.

Aradjo (1976) analisou as quatro vacinas
B19 que eram comercializadas no Brasil no
ano de 1973. Destas, duas vacinas eram
liofilizadas e duas eram vacinas liquidas.
Foram realizados testes de contagem de
bactérias viaveis e teste de poténcia em
camundongos. A dose recomendada pela
legislagao era de 6,0 x 10'° bactérias viaveis
(BRASIL, 1958). Nenhuma das vacinas
apresentou a contagem minima
recomendada pela legislagdo entdo vigente
mesmo quando recém-fabricadas e
fornecidas pela industria. Considerando-se
as vacinas proximo ao vencimento, a
concentragdo de bactérias viaveis nas
vacinas estava cerca de seis a 120 vezes
menor que a contagem de bactérias viaveis
recomendada pela legislacdo. Essas
vacinas também conferiram baixa protecao,
demonstrada no teste de poténcia em
camundongos, provavelmente em
decorréncia da baixa concentragdo de
bactérias viaveis (Araujo, 1976).

Os resultados das analises de Araujo (1976)
comparados com o0s resultados deste
trabalho demonstram que houve uma
evolugédo significativa na qualidade das
vacinas B19 comercializadas no Brasil e
isso se deve as melhorias no processo de
fabricagcdo e controle de qualidade da
industria e do controle oficial realizado pelo
MAPA. Porém os indices de reprovagao de
vacinas B19 ao vencimento ainda sao
elevados, principalmente nas vacinas com
prazo de validade acima de 12 meses, o
que pode estar causando grandes prejuizos
ao programa de vacinagao do PNCEBT.

No Brasil, os prazos de validade das
vacinas sdo determinados pelo fabricante
dentro dos periodos determinados pela
legislacdgo do MAPA e devem ser
comprovados por testes de estabilidade em
tempo real. Entretanto os resultados
encontrados nesse trabalho ndo corroboram
os prazos de validade determinados pelos
fabricantes de vacinas B19 comercializadas
atualmente no Brasil.
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Considerando todos os fatores que podem
influenciar a perda da estabilidade da vacina
durante sua vida de prateleira e a
importancia do numero minimo
recomendado de bactérias viaveis no
momento do uso da vacina, é muito
importante que a industria fique atenta aos
fatores ligados a perda de estabilidade e
busque melhorar os resultados de
viabilidade das vacinas.

Apesar do ensaio de estabilidade do MAPA
ser utilizado ha varios anos a cada lote de
vacina analisada, gerando custos e mao-de-
obra consideraveis, ndo existe um trabalho
cientifico que comprove o valor deste teste
como indicativo da contagem de bactérias
viaveis ao final do prazo de validade de
partidas de vacinas B19 comerciais. Desta
forma o ensaio de estabilidade térmica e
nao é critério para reprovagao de produtos
sob andlise oficial.

A Unido Européia nao aceita dados
oriundos de testes de estabilidade térmica
acelerado para determinagédo do prazo de
validade de imunobiolégicos veterinarios,
uma vez que existem diferentes parametros
de estabilidade e, no caso de vacinas
veterinarias, um Unico parametro nao
podera representar a estabilidade do
produto (Lucken et al., 1997). Em fungéo da
natureza dos imunobiolégicos veterinarios, a
degradagdo dos componentes observados
em estudos de testes de estabilidade
térmica acelerado geralmente ndo é igual ao
observado em estudos em tempo real.
Produtos biolégicos contém peptideos que
estdo sujeitos a diferentes reagbes de
degradagdo em diferentes temperaturas
(Fawthrop, 1996).

Pilet et al. (1975) avaliaram seis lotes de
vacinas B19 liofilizadas provenientes de
varios laboratérios mantidos em trés
diferentes temperaturas de estocagem, 4°C,
37°C e temperatura ambiente por 536 dias.
O teste de conservagao das vacinas B19 a
37°C por sete dias ndo forneceu nenhuma
indicacao do periodo de validade deste tipo
de vacina. Os resultados do presente
experimento também ndo comprovaram a
eficacia do ensaio de estabilidade térmica
realizado por sete dias a 37°C em estimar a



concentracdo de bactérias viaveis ao final
do prazo de validade em vacinas B19.
Apesar de haver concordancia entre os
resultados do EET no ponto de corte de 4,0
x 10" e os resultados das vacinas ao
vencimento para as vacinas de 18 meses de
prazo de validade pelo teste de McNemar,
os resultados de concordancia encontrados
pelo teste Kappa e os valores de
sensibilidade, especificidade e valor
preditivo negativo ndo validam o teste de
EET.

Valette et al. (1977), em um estudo com
vacinas B19 liofilizadas conservadas a 4°C
e 37°C, afirmam que existe uma
equivaléncia entre os resultados de
viabilidade do 14° dia de vacinas
preservadas a 37°C com os resultados
obtidos apds um ano de conservagao a 4°C.
Os resultados encontrados no presente
experimento permitem supor que se 0s
ensaios utilizando as vacinas mantidas a
37°C por apenas sete dias nao foram
eficazes em estimar a concentracdo de
bactérias ao final do prazo de validade,
apresentando médias de contagem de
bactérias viaveis mais baixas que ao
vencimento (Tab.3), a manutencdo das
mesmas a 37°C por 14 dias causaria
redugdes ainda maiores nas contagens de
bactérias viaveis ao EET em fungdo dos
efeitos deletérios de altas temperaturas
sobre as vacinas B19, o que contrasta com
os dados obtidos por Valette et al.(1977).

No presente estudo, foram utilizados
diferentes pontos de corte para o Ensaio de
Estabilidade Térmica (EET) na tentativa de
definir em qual deles as partidas analisadas
nao apresentariam valores discordantes das
vacinas ao vencimento em fungdo da
contagem de bactérias viaveis ao
vencimento recomendada pela legislagao
(<4,0 x 10" UFC/dose para reprovagdo e
24,0 x 10"° UFC/dose para aprovacso).

Mesmo nos pontos de corte em que as
vacinas com prazo de validade de 12 e 18
meses apresentaram-se estatisticamente
semelhantes ao EET e ao vencimento
quando analisados pelo teste de McNemar,
os valores de sensibilidade, especificidade e
VPN foram baixos, o que ndo permite

valida-lo como ensaio indicador da
concentracdo de bactérias vidveis das
vacinas ao vencimento. Além disto, em
nenhum dos pontos de corte avaliados o
teste de Kappa apresentou valor
satisfatorio.

Considerando que o EET fosse critério para
reprovagao oficial de vacinas B19, mesmo
utilizando os pontos de corte com
concordancia pelo teste de McNemar para
avaliar as vacinas com prazo de validade de
12 e 18 meses, os dados de sensibilidade e
especificidade indicam que para as vacinas
com prazo de validade de 12 meses seriam
aprovadas indevidamente 50% das vacinas
testadas e seriam reprovadas 7% de
vacinas em boas condigdes. Para as
vacinas com validade de 18 meses, seriam
também aprovadas indevidamente 50% das
vacinas testadas e seriam reprovadas 14%
de vacinas em boas condigbes. A
reprovagado de vacinas em boas condi¢des
comerciais prejudica o programa de controle
da brucelose por reduzir o abastecimento de
vacinas, interferindo nas metas de cobertura
vacinal.  Acarreta também  elevados
prejuizos econdmicos a industria uma vez
que em determinadas partidas podem ser
produzidas até 300.000 doses de vacina.
Por outro lado, a aprovagao de vacinas em
condigdes inadequadas coloca em risco as
metas do programa de vacinagdo, principal
ferramenta do programa de controle e
erradicacdo da brucelose atualmente no
Brasil, por n&o induzir a imunidade prevista.

7. CONCLUSOES

- Entre as vacinas B19 contra
brucelose bovina comercializadas no Brasil,
observa-se elevado percentual de
reprovagdo ao vencimento em vacinas com
prazo de validade acima de 12 meses.

- O ensaio de estabilidade térmica
acelerado preconizado pelo MAPA néo
pode ser considerado teste capaz de
estimar a quantidade de bactérias viaveis
em vacinas B19 ao final do prazo de
validade.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

Em decorréncia dos resultados do presente

trabalho, sugere-se ao Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA):

- Avaliar rotineiramente as vacinas
B19 atualmente comercializadas no Brasil
ao vencimento;

- Reavaliar os prazos de validade das
vacinas B19 comercializadas no Brasil com
estudos de estabilidade em tempo real;

- Avaliar a estabilidade de vacinas
B19 atualmente comercializadas no Brasil
com estudos em diferentes temperaturas,
comparando viabilidade, umidade residual e
outros parametros de qualidade.
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1.1

1.2

Anexo 1 — Contagem do nimero de bactérias viaveis (UFC — Unidades

formadoras de coldnias)

Equipamentos

Cabine de seguranca bioldgica (CSB) classe Il tipo A;
Refrigerador Duplex Frost Free, 110V, 423 litros
Estufa BOD, 550 litros, 110V

Autoclave.

Materiais

Agulhas 25mm x 8mm ou 25mm x 7mm, estéreis e descartaveis;

Seringas descartaveis e estéreis de 20mL;

Alcas de Drigalsky ou bastdo em L estéreis;

Caneta para marcagao em vidro ou lapis dermografico;

Pedacos de gaze;

Garrafas de diluigdo (garrafas Milk) com rolhas;

Luvas de latex;

Respiradores com filtro N95, com 95% de eficiéncia para particulas de 0,3um, livre de
latex;

Micropipetas de 1000uL

Ponteiras estéreis de 1000uL com filtro hidrofébico, acondicionadas em raques;
Micropipetas de 100uL

Ponteiras estéreis de 100uL ou 200uL com filtro hidrofébico, acondicionadas em
raques;

Tesouras (estéreis) para abertura de lacres dos frascos de vacina;

Recipientes para descarte de materiais com solugado desinfetante acido peracético
0,03%
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1.3 Reagentes e solugdes
- Agar triptose (30 mL) em placas de Petri (9,0mm x 1,0mm);
- Agua destilada;
- Alcool etilico 70° GL;

- Solugao Salina 0,5% peptonada a 1% (99 ml em garrafa milk com rolha);

1.3.1 Agar triptose

Foi utilizado agar triptose Difco (Tryptose Agar - Lote : 6058053)

para produgédo dos meios.

- Formulacao:
- Agar triptose - 41,0 gramas
- H,O destilada/deionizada -1.000 ml
- Volume por placa -30 mL

- pH final -7,2+0,2

Composigao em 1 litro :

- Triptose - 20,0 gramas
- Dextrose -1,0 grama

- Cloreto de Sodio - 5,0 gramas
- Agar -15,0 gramas

1.3.2 Solugao Salina 0,5% Peptonada 1%

- Foi utilizado peptona Difco (Lote : 3335867) e peptona Oxoid (Lote: 411170)

para produgédo dos meios.

- Formulacao:
- Cloreto de Saédio 25,0 gramas
- Peptona 50,0 gramas
- H,O destilada/deionizada 5.000 ml
- Volume por garrafa 99,0 mL

- pH final - 7,0 £ 0,2
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14

Técnica de contagem de microrganismos viaveis

Técnica realizada segundo Alton et al.. (1988) e publicada no_Manual de Procedimentos e

Técnicas de Controle de Qualidade de Vacinas Contra a Brucelose e Antigenos Para
Diagnostico da Brucelose do MAPA (Manual ...., 2007?).

N° de frascos: Sao utilizados 02 (dois) ou 03 (trés) frascos de vacinas com seus

respectivos diluentes de acordo com a finalidade (Ensaio a Fresco, Estabilidade ou Teste ao

Vencimento)

Técnica :

Identificar as garrafas, contendo 99mL salina peptonada, com os valores de dilui¢&o:
107,10, 10°e 10°;

Desinfetar, com alcool 70°GL, todo o material que for colocado dentro da CSB;
Avaliagdo macroscopica da fracdo diluente - Inspecionar visualmente os frascos de
diluente, em condi¢des de boa luminosidade, para observar alteragdes do aspecto, cor
e presenca de particulas em suspensao.

Retirar os lacres aluminizados com uma tesoura descontaminada e reconstituir a
vacina usando seringa de 20 ml e agulha 25mm x 8mm ou 25mm x 7mm descartaveis,
considerando a quantidade de doses por frasco e 2mL por dose;

Aguardar até que a pastilha liofilizada esteja completamente hidratada;

Homogeneizar a suspensao invertendo o frasco, suavemente, durante 1 a 2 minutos;
Transferir 1000uL da vacina reconstituida para a garrafa identificada com a diluicdo
107

Homogeneizar a suspensao invertendo a garrafa, no minimo, 20 vezes;

Transferir 1000pL da diluicdo 107 para a garrafa 10, desta para a 10 e finalmente
para a 10°®, homogeneizando sempre da maneira indicada e utilizando uma nova
ponteira para cada transferéncia. A suspensao final (10'8) fica assim diluida:
100.000.000 de vezes;

Depositar 100uL da diluigdo 10® em quatro placas de agar triptose. Espalhar o inéculo
pela superficie do agar, utilizando al¢ca de Drigalsky ou bastdo em L, até o in6culo ser
totalmente absorvido pelo meio de cultura;

Incubar as placas invertidas a 37°C + 2°C por 96 horas;

Contar as col6nias nas quatro placas e calcular a média;
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- Estimar a quantidade de brucelas viaveis / dose de vacina / frasco, multiplicando o
valor da média encontrada por 2 x 10%;

- Calcular a média dos resultados dos frascos e emitir o resultado da partida em
UFC/dose do produto.

1.5 Registro de Procedimentos

Todos os procedimentos e observagdes foram registrados no formulario “Acompanhamento do
Controle de Vacinas B19 contra Brucelose”, do Setor de Brucelose do LANAGRO/MG, para
garantir a rastreabilidade, confiabilidade e qualidade das informagdes.

1.6 Descarte de material contaminado

Frascos de vacinas e diluentes, seringas, agulhas, ponteiras e demais materiais descartaveis

foram autoclavados a 131 °C/30’ e descartados.
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