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Introdugao:

Atualmente disponibilizada por sete fornecedores, a vacina 17D de febre ama-
rela (VFA) foi elaborada em 1937 e 20 a 60 milhdes de doses sio administradas
por ano. Duas linhagens principais sdo utilizadas para sua producédo: 17D-204
e 17DD. A vacina produzida por Bio-Manguinhos contem a cepa 17DD, oriun-
da de passagens subsequentes do virus 17D na 1952 subcultura. A vacina 17D
¢ considerada uma das mais seguras e eficazes ja produzida, entretanto, raros
eventos adversos neuro e viscerotrépicos sdo identificados. A variabilidade
genética entre os virus selvagens e vacinais sio bem conhecidas permitindo
diferencid-los molecularmente.

Objetivo:

Desenvolver um protocolo para identificagio molecular do virus 17D vacinal
por sequenciamento do genoma completo e demonstrar seu potencial como
ferramenta no monitoramento genético do virus vacinal e em casos de eventos
adversos associados a vacinacdo antiamarilica.

Metodologia:

Entre 2012 e 2014, foram sequenciados 43 lotes vacinais, o lote semente
993FB013Z (lote atual de produgio), e RNA viral oriundo de um caso de
efeito adverso. Para o sequenciamento do genoma completo do virus 17DD,
54 oligonucleotideos foram desenhados utilizando ferramentas in silico. Em
seguida 9 reagdes utilizando alguns dos oligos descritos anteriormente, fo-
ram padronizadas para a amplifica¢do do RNA viral por RT-PCR. O sequen-
ciamento foi realizado com o Kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing,
e as eletroforeses capilares foram conduzidas no sequenciador automatico
Genetic Analyzer 3500XL. Para as andlises in silico utilizamos o programa
DNASTAR 5.05.
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Resultados:

As sequéncias nucleotidicas dos genomas analisados foram completamente
elucidadas em duas cadeias. Todos os RNAs avaliados apresentaram o nimero
de nucleotideos caracteristico (10.862 pb). O genoma dos lotes vacinais e do
material oriundo de efeito adverso exibiram 100% de identidade nucleotidica
com o virus semente, e consequentemente, o alinhamento da poliproteina ndo
evidenciou troca de aminodacidos. Os dados gerados pela analise nucleotidica
de 43 lotes VFA 17DD demostram estabilidade genética da vacina e reproduti-
bilidade e robustez do protocolo desenvolvido pelo grupo. Em relag¢do ao caso
fatal de evento adverso nossos resultados corroboram os dados da literatura,
nos quais, a auséncia de mudangas nucleotidicas especificas sugere que fatores
inerentes ao hospedeiro sdo os principais determinantes da gravidade do qua-
dro clinico pés-vacinal.

Conclusio:

O método desenvolvido mostrou-se uma ferramenta para o monitoramento
da variabilidade genética dos lotes da VFA 17DD e casos de eventos adversos
associados. A literatura vigente e nossos achados reforcam que a VFA é uma
vacina segura e eficaz e com alta estabilidade genética durante o processo de
produgcéo e apds administragdo in vivo. Adicionalmente, um estudo mais apro-
fundado e robusto poderia avaliar a troca dos ensaios de neuroviruléncia em
macacos pelo sequenciamento viral para a validagdo de lotes sementes para a
producédo de vacina, corroborando as orientagdes atuais de substituir os en-
saios em animais por testes in vitro.
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