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RESUMO

A quantidade de bacilos viaveis presente na vacina BCG €& um importante requisito de
qualidade deste produto, pois permite avaliar a consisténcia de produgéo. A contagem
de colbnias em meio solido € o método oficial recomendado pela Organizagdo Mundial
da Saude e pela Farmacopéia Brasileira para a determinagao da viabilidade do BCG. A
dificil dispersdo do BCG e seu crescimento lento conferem limitagdes ao método oficial,
como a variabilidade dos resultados, a baixa reprodutibilidade e o prolongado tempo de
analise. Este trabalho avaliou a aplicabilidade da técnica de reducéo do sal de tetrazol
XTT como método alternativo para a determinagdo do numero de viaveis em vacinas
produzidas com o BCG Moreau-RJ. Foi demonstrada a linearidade das técnicas de
reducao do XTT realizadas com base em Kairo et al. (1999) e em Arguelles et al (2005)
em 3, 24 e 48 horas de incubacgdo. Os ajustes lineares foram obtidos pela técnica de
reducdo do XTT a 1 mg/mL baseada em Kairo et al. (1999), com coeficiente de
determinagdo (R?=0,99), em conformidade com a Resolugdo N° 899/2003 da ANVISA
referente a validacdo de métodos bioanaliticos. O melhor ajuste abrangeu as
concentracdes de vacina de 2,0 a 16,0 x 10° UFC/mL apds 24 e 48 horas de incubagao
a 37°C. Nestas condigdes de ensaio os numeros de viaveis obtidos preliminarmente
para cinco lotes de vacina BCG intradérmica empregados na rotina de imunizagdo do
pais e para trés amostras da vacina de referéncia BRABCGO003 foram fortemente
correlacionados (r=0,96) aqueles fornecidos pelo método tradicional de cultivo em meio
de Lowenstein-Jensen. Com base nos valores de referéncia preconizados pela
Farmacopéia Brasileira, observou-se 100% de concordancia na interpretagao final dos
resultados fornecidos pelos dois métodos para os cinco lotes de vacina avaliados.
Portanto, além da forte correlacdo com o método oficial, a obtencido de resultados em
48 horas, o relativo baixo custo e a facilidade de execucédo dos ensaios sao fortes
incentivos aos estudos de validagcdo da reducdo do XTT para a determinacdo da
viabilidade do BCG em substituicio ao método de contagem de coldénias em

Lowenstein-Jensen.

Palavras-chave: vacina — BCG — viabilidade — Sal de tetrazol - XTT
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ABSTRACT

The number of culturable particles in the BCG vaccine is an important requirement of
quality control, therefore it allows to evaluate the production consistency. The colony
counting on solid medium is the official method recommended by the World Health
Organization and by the Brazilian Pharmacopeia to determine the viability of the BCG on
final lots. The nature of the organism (difficult dispersion and slow growth) confers inter-
laboratory variation of results and time consuming characteristics to the current test. The
present work evaluated the applicability of the reduction of the salt of tetrazol XTT as an
alternative method to determine the number of viable units in vaccines produced with
the BCG Moreau-RJ. The method was linear by the techniques of reduction of the XTT
based on Kairo et. (1999) and on Arguelles (2005) after 3, 24 and 48 hours of
incubation. The linear adjustment was obtained by assays of reduction of XTT at 1
mg/mL based on Kairo et al. (1999), with coefficient of determination (R?=0,99) required
by the Resolution N° 899/2003 / ANVISA concernem to the validation of bioanalitical
assays. Optimal calibration curves enclosed vaccine concentrations from 2,0 x 10° to
16,0 x 10° CFU/mL after 24 and 48 hours of incubation at 37 °C. With these conditions
the numbers of viable units obtained from five lots of intradermal vaccines used in the
brazilian routine of immunization and from three samples of the reference vaccine
BRABCGO003 had been strongly correlated (r=0,96) to those provided by the current
method of culture in Lowenstein-dJensen. Thus, we observed 100% of agreement
between the final interpretations of the two methods of analysis considering the range of
values referred by the Brazilian Pharmacopeia to BCG vaccine. Therefore, beyond the
strong correlation with the official method, the reduction length of assay from 4 weeks to
48 hours, the relative low cost and the easiness of execution represent strong incentives
to the validation of the reduction of XTT as an alternative method to replace the counting

of colonies in Lowenstein-Jensen.

Keywords: vaccine — BCG — viability — Tetrazolium salts - XTT
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1. INTRODUGAO

1.1. Tuberculose: a persisténcia de uma grave ameaga a saude publica

A tuberculose (TB) persiste no mundo como um importante problema de saude
publica gerando, conforme estimado em 2005, 1,6 milhdes de mortes por tuberculose a
cada ano. Cerca de 8,8 milhdes de novos casos séo registrados anualmente, estando
85% destes concentrados principalmente em paises da Africa e da Asia
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2007a). No Brasil surgem por ano
aproximadamente 85 mil novos casos da doenga com seis mil mortes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005).

Como uma doencga infecto-contagiosa historicamente associada a pobreza, ao
longo dos anos os investimentos nas areas de desenvolvimento de drogas, vacinas e
diagnodstico foram insuficientes, tendo permanecido lacunas na busca de recursos ao
combate mundial da TB, que permaneceu como uma doenga negligenciada e restrita
aos paises carentes (HUSSEY; HAWKRIDGE; HANEKOM, 2007).

Com o surgimento, na década de 80, da sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(Sida) e da sua evolugdo a pandemia, os paises industrializados considerados, até
entdo, livres ou com baixos indices de TB, foram obrigados a encarar a doenga como
uma realidade proxima e crescente. Apos décadas de declinio, a incidéncia da TB
aumentou nesses paises, acometendo individuos suscetiveis em face da infecgéo pelo
virus da imunodeficiéncia adquirida — HIV (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2004a). Foi assim renovado o interesse mundial pelo risco representado pela TB,
incrementado ainda pela imigragdo dos povos e pela crescente problematica da
multirresisténcia as drogas (GRIFFIN et al., 1998).

As estratégias de controle da TB variam em fungéo da situagao de cada pais. A
disponibilidade de recursos, a prevaléncia da infeccdo por M. tuberculosis, a incidéncia
da doenca e a taxa de infeccdo concomitante pelo HIV constituem fatores avaliados
para a implementacdo das agcdes de combate a TB, pois caracterizam diferentes
contextos epidemioldgicos (FROTHINGHAM; STOUT; HAMILTON, 2005).

Nos paises com baixos indices populacionais da doenca, a identificacdo de
casos e o tratamento supervisionado, sobretudo de individuos considerados como

grupo de risco, tém sido as medidas adotadas preferencialmente. Ja nos paises com
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alta prevaléncia da TB, além de medidas como o controle da infec¢ao, o incremento do
diagnostico, a pesquisa de multirresisténcia as drogas, o tratamento adequado e o
acompanhamento de sua evolugcdo, recomenda-se a administracdo da vacina BCG
(Bacilo de Calmette e Guérin) logo apds o nascimento, exceto em recém-nascidos
portadores do HIV, mesmo que assintomaticos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2004a; 2007b; GIRARD; FRUTH; KIENY, 2005).

A vacina BCG é ainda a unica medida preventiva contra as formas mais graves
da doenga - TB miliar ou disseminada e TB meningea - quando aplicada em criangas
logo apdés o nascimento, sendo a protecdo conferida em pelo menos 80% dos
vacinados (HUSSEY; HAWKRIDGE; HANEKON, 2007). Como estas formas da doenca,
quando nao devidamente tratadas, levam a morte, o BCG ja salvou milhares de vidas
ao longo dos anos e permanece sendo uma medida importante no controle da TB na
maior parte dos paises onde a doenca € endémica. No entanto, os relatos nao
permitem afirmar que exista a prevencao da infeccdo primaria e da reativacédo da TB
latente, ndo sendo assim comprovada a eficacia da vacina na prevenc¢ao da principal
fonte de dispersdo do patégeno na populagéo e, portanto da forma pulmonar da TB.
Assim apesar de sua acdo controversa, em face dos resultados conflitantes quanto a
sua eficacia protetora, o BCG permanece como a vacina mais antiga ainda em uso,
sendo aplicada em cerca de 100 milhées de criancas anualmente (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 1999; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2004a).

No Brasil, como em outros paises, observa-se melhor eficacia protetora da
vacina contra as formas mais graves da doencga (TB miliar e meningea), sobretudo em
criancas vacinadas logo apds nascimento (FILHO et al.,, 1990; JANEIRO, 2003;
BRICKS, 2004; AZAMBUJA et al., 2006).

Atualmente em nosso pais, o BCG intradérmico (BCG-ID) é aplicado
obrigatoriamente em recém nascidos (BRASIL, 2004), sendo que a dose de refor¢o dos
6 aos 10 anos idade foi suspensa conforme Nota Técnica N°. 66 do Ministério da Saude
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). De fato, ndo foi demonstrado, até o presente,
aumento de eficacia em resposta a revacinagdo com o BCG (HUSSEY; HAWKRIDGE;
HANEKON, 2007). A imunidade protetora conferida pelo BCG requer a replicagédo do
bacilo no organismo, ndo podendo assim haver a agéo bloqueadora de uma resposta

imune preexistente e que, portanto ocasiona a falha do BCG em individuos ja



sensibilizados por outras micobactérias ou por vacinagao anterior com o préprio BCG
(DIETRICH; LUNDBERG; ANDERSEN, 2006).

1.2. A histéria do BCG

Em 1921, Albert Calmette e Camilla Guérin descreveram o BCG como uma cepa
atenuada obtida a partir de Mycobacterium bovis infeccioso isolado de seu hospedeiro
(DUCATI et al., 2006).

Atualmente sabe-se que o BCG foi originado mais propriamente de uma mutagao
ocorrida acidentalmente ao longo das passagens realizadas no decorrer de 13 anos
para a obtengao de suspensdes com maior dispersdo do bacilo em meio batata biliada.
Associada a alteracdo na morfologia das coldnias, os pesquisadores observaram perda
gradual da viruléncia original do M. bovis, uma vez que animais inoculados com o BCG
desenvolviam sensibilidade tuberculinica e permaneciam livres de lesdes tuberculosas.
Desta forma Calmette e Guérin demonstraram, por meio de sucessivos experimentos
em animais, que o BCG atendia aos critérios de cepa vacinal, pois ao mesmo tempo em
que nao produzia tuberculose progressiva, guardava a sua propriedade imunogénica,
viabilidade e nivel apropriado de viruléncia residual. Assim ao se multiplicar no individuo
vacinado o BCG provia ao mesmo protecdo contra infecgdes subseqlentes ou a
‘premunicdo” como foi denominada na época a acdo protetora conferida pelo
microrganismo (LUGOSI, 1992).

Essas constatagdes encorajaram Calmette, ainda no ano de 1921 em Paris, a
administrar oralmente o BCG em uma crianga com alto risco de desenvolver a TB, visto
que sua mae havia morrido da doencga e que teria ainda que conviver com sua avo que
também sofria da doenga. Depois de vacinada, a crianga permaneceu livre da TB por
toda a vida. Naquele mesmo ano, em Paris, quando a tuberculose constituia-se um
problema de saude publica, foi feita a primeira vacinagao com o BCG em centenas de
recém-nascidos que nao desenvolveram a tuberculose, mesmo tendo contato com
pessoas doentes. A denominada “premunig¢do”, foi traduzida como a reducido da
mortalidade pela TB de 25 para dois em 100 recém-nascidos de mées afetadas pela
doenga, 0 que gerou a expansao da vacinagao para cerca de 5000 criangas na Franga
(HAWGOOD, 1999).

Em 1928 o BCG foi reconhecido como cepa vacinal. Prevendo a expansao do
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seu uso a outros paises, Calmette e Guérin descreveram os procedimentos de cultivo
do bacilo com o intuito de manter a inocuidade de sua recente descoberta, mesmo nao
tendo sido verificada a reversdo da viruléncia original do microrganismo apos
experimentos em diferentes animais. No entanto, apdés o cultivo em diferentes
laboratdrios, contrariamente ao que temiam Calmette e Guérin, o que se observou foi a
reducao dos niveis de viruléncia residual com relagdo ao BCG original da cepa Pasteur.
Estas observagdes foram resultantes de variagdes genéticas sofridas pelo BCG ao
longo das passagens realizadas em diferentes paises, tendo assim surgido diferentes
cepas, com caracteristicas variadas como taxa de crescimento, morfologia, expressao
de antigenos e viabilidade. A associagcao destas variagbes aos diferentes processos de
producdo gerou vacinas cuja eficacia e reatogenicidade sdo de dificil avaliagao,
sobretudo quando aplicadas em paises e grupos populacionais de caracteristicas
distintas (BLOOM; FINE, 1994; BEDWELL et al., 2001).

A adocado, em 1956, do sistema de lote semente para a manutengcdo do BCG
constituiu a primeira medida adotada pela OMS objetivando o controle da produgao da
vacina a partir de um numero limitado de cepas, com numeros limitados de passagens
para a prevencgao de variagdes genéticas capazes de modificar o poder protetor original
do BCG (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE; 1966; 2003; 2004a; MILSTIEN;
GIBSON, 1990).

Atualmente, com base em avaliagbes moleculares do genoma, pode-se
diferenciar o M. tuberculosis e o M. bovis das cepas do BCG pela auséncia, nestas
ultimas, de um segmento de DNA denominado RD1 (regido de delegao primaria).
Outras regides de delecao, como RD2 e RD16, e numeros de copias da sequéncia de
insercao 1S1986 e a presenga e expressao de genes permitem a diferenciagdo entre as
cepas do BCG, sendo atualmente sugerida a existéncia de dois principais grupos: BCG
Pasteur; Copenhagen; Glaxo; Tice e BCG Tékio; Moreau; Russia; Sweden (BENEVOLO
et al., 2005).

Segundo a OMS, em termos de eficacia protetora n&o foi demonstrada até o
presente, a existéncia de diferencas entre as cepas do BCG, ndo havendo consenso
global quanto ao uso preferencial de uma determinada cepa em detrimento de outra
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2004a).

O BCG chegou ao Rio de Janeiro em 1925, quando o médico uruguaio Dr. Julio

Elvio Moreau entregou ao pesquisador brasileiro Arlindo de Assis uma amostra da cepa
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vacinal que havia sido distribuida pelo Instituto Pasteur de Paris. Foi assim que a cepa
empregada até hoje em nosso pais recebeu a denominacdo BCG Moreau — RJ
(BENEVOLO et al., 2005). Desta forma, a administragdo do BCG foi introduzida no
Brasil por Arlindo de Assis em 1927, quando recém—nascidos foram vacinados por via

oral, tendo a vacinagao intradérmica sido iniciada em 1973 (DUCATI et al., 2006).
1.3. A vacina BCG e os requisitos de qualidade

A vacina BCG é uma suspensao liofilizada do Bacilo de Calmette e Guérin. O
método classico de produgao deste imunobioldgico consiste basicamente no cultivo do
deste microrganismo em pelicula na superficie de meio de cultura liquido Sauton, coleta
dos véus apos seis a nove dias de incubagao a 37 °C, filtragdo, pesagem da massa
bacilar, adicdo do diluente glutamato de sddio, homogeneizagao por meio de esferas de
vidro ou de aco inoxidavel, preparo da suspensao final, envasamento e liofilizagao
(BLOOM; FINE, 1994).

Apesar da aparente simplicidade desse meétodo tradicional de producéo,
aspectos importantes devem ser cuidadosamente observados para que se obtenha o
produto final de acordo com as especificacdes de qualidade necessarias.

A vacinacao com o BCG constitui-se em uma infeccéo artificial que, como outras
micobactérias, é capaz de induzir alguma protec¢ao contra a TB. Uma vez administrado,
o BCG fagocitado por macrofagos € transportado para linfonodos sendo desencadeada
resposta imune de natureza celular aos antigenos micobacterianos. Assim, linfocitos T
helper (CD4 e CD8) secretam citocinas e fatores macrofago-estimulantes importantes
ao desenvolvimento do processo granulomatoso e a contengao do patégeno evitando a
sua dispersao. Desta forma, o efeito protetor da vacinagao consiste na prevencao da
dispersédo do bacilo por via hematdgena a partir do local da infecgdo primaria, sendo
esta agcao mediada por linfocitos T induzidos pela primeira exposicdo ao BCG. O risco
do desenvolvimento das formas graves da doenca é assim reduzido (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 1993).

Portanto, a necessidade de multiplicagcdo e permanéncia do BCG no organismo
explica a razdo da quantidade de bacilos viaveis presente na vacina ser um fator
essencial a intensidade e duracdo da protecdo conferida pelo produto e assim um

requisito de qualidade essencial no controle da qualidade do mesmao.



De fato, estudos ja demonstraram que a viabilidade do BCG na vacina pode
influenciar a sua habilidade em conferir protecdo a TB. Bacilos mortos sao capazes de
produzir hipersensibilidade tuberculinica, porém nao produzem imunidade protetora. A
imunidade celular do tipo Th1 envolve tanto células T como macréfagos, e requer
bacilos vivos para a indugdo de protegdo contra patdégenos intracelulares como M.
tuberculosis (GRIFFIN et al., 1998; KAWAMURA, et al., 1994; ORME, 1988).

Como em outras micobactérias, a parede celular rica em lipideos confere
hidrofobicidade ao BCG dificultando a sua dispersdo em solucdes, devido a sua
tendéncia natural a formagao de grumos. Este aspecto caracteristico do microrganismo,
aliado as etapas criticas do processo de produgdo da vacina, como a precisdo na
pesagem da massa bacilar, stress mecanico da homogeneizagao e a liofilizagdo, sao
fatores essenciais a manutencao dos niveis de viabilidade do BCG e a homogeneidade
do produto final. Desta forma, a proporcdo de bacilos que permanecem viaveis no
produto final reflete o efeito de etapas importantes do processo de produgédo na
qualidade deste imunobiologico. Isso faz da viabilidade do BCG um importante
indicador de uniformidade e consisténcia de producdo da vacina, que visa verificar a
manutencgao das caracteristicas originais do produto conforme declarado pelo fabricante
por ocasidao do registro do produto junto a autoridade nacional de controle (LUGOSI,
1992; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1987; 1993).

A adocgado do sistema de lote semente e o desenvolvimento das técnicas de
liofilizagdo para melhor preservagéo da vacina possibilitaram a OMS formular em 1966
a primeira série de especificacdes de qualidade para a vacina BCG (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 1966).

Em 1974, com a introdugdo do BCG em seu programa de imunizagdes — World
Health Organization - Expanded Programme on Immunization (WHO-EPI) - e, portanto
com a ampla utilizagado do produto de diferentes origens, a OMS reforgou a importancia
da realizacdo de controles visando garantir, com certa margem de seguranga, a
imunogenicidade das vacinas sem o aumento de sua reatogenicidade, ou seja, do risco
da ocorréncia de lesbes cutdneas acentuadas e de outras reacdes adversas aos recém-
nascidos e criancas vacinadas. Assim, a Associagao Internacional de Padronizacao de
Biolégicos promoveu no ano de 1976, em Bilthoven, uma ampla discussdo com base
em estudos colaborativos que objetivaram comparar os resultados de analises de lotes

de vacina de diferentes origens. Naquela ocasiao foram avaliados dados referentes as
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andlises de determinacdo de peso seco, viabilidade do BCG, termoestabilidade
(degradacgao acelerada) e reatividade cutanea. Estas avaliagbes permitiram o melhor
delineamento dos controles realizados durante a produgdo e no produto final,
demonstrando-se o grau de importancia de cada parametro analisado para a garantia
da qualidade da vacina (SEKHUIS; FREUDENSTEIN; SIRKS, 1977).

A série vigente de requerimentos técnicos da OMS para a vacina BCG liofilizada
reune critérios minimos necessarios para a produgao e controle do produto. Indicam-se
avaliagbes de viabilidade do bacilo, termoestabilidade, sensibilidade tuberculinica,
pesquisa de micobactéria virulenta e esterilidade bacteriana e fungica para o controle
do produto final (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1987).

1.4. Técnicas aplicadas a determinagao da viabilidade do BCG

Dentre os controles preconizados para o produto final, a contagem de unidades
formadoras de colbnias em meio sélido € a técnica oficialmente recomendada pela
Farmacopéia Brasileira e pela OMS para a determinagao da viabilidade do BCG e da
termoestabilidade da vacina. Em linhas gerais, a técnica consiste basicamente no
preparo de diluicbes da vacina em meio de cultura liquido, inoculacido de volumes
destas diluicdes na superficie de meio solido de sensibilidade comprovada (Lowenstein-
Jensen, Ogawa e Middlebrook 7H11) incubacdo a 37 +/- 1 °C por quatro a cinco
semanas e contagem das colbnias, sendo o resultado expresso em unidades
formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) do produto reconstituido conforme
orientacdo do fabricante (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1977; BRASIL, 2002).

Até a sua introducéo oficial pela OMS em 1967, essa técnica foi aplicada durante
varios anos apesar de indefinicbes quanto a sua eficiéncia e ocorréncia de erros
experimentais. Estudos colaborativos realizados posteriormente revelaram que o erro
experimental associado a diluigdo das vacinas era bem maior do que o demonstrado
nas primeiras avaliacdes da técnica (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1977).

Analises interlaboratoriais permitiram constatar a existéncia de diferencas
significativas entre os numeros de unidades viaveis obtidos nos laboratorios que
avaliaram os mesmos lotes de vacina aplicando a técnica de contagem em meio sdélido
recomendada pela OMS. Na ocasiao, os autores atribuiram as variacbes observadas,

em grande parte, a necessidade de avaliagbes criteriosas por meio de experimentos
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preliminares para a escolha das diluicbes adequadas a serem usadas no teste final, de
forma a obter contagens aceitaveis para a analise estatistica. Dentre outros fatores, o
tamanho dos grumos presentes na vacina e o meio de cultura empregado foram citados
como capazes de induzir as diferengas observadas entre os laboratérios (SEKHUIS;
FREUDENSTEIN; SIRKS, 1977).

De fato, as condi¢cdes experimentais para a realizagdo dessa técnica requerem
cuidadosa padronizagao, para que o tratamento estatistico demonstre a inexisténcia de
variagdes que ultrapassem aquelas previstas pela distribuicdo de Poisson, e que sao
atribuidas a erros experimentais. Desta forma visando facilitar a padronizagao das
condicbes de ensaio e a obtencdo de contagens de colbnias possiveis de serem
avaliadas estatisticamente, a OMS forneceu instrucbes e recomendagbes mais
detalhadas da técnica e que ainda permanecem em vigor (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 1977).

Apesar da disponibilidade dessas recomendacdes oficiais varios autores ainda
se referem a técnica como de grande variabilidade e baixa reprodutibilidade, sobretudo
para a vacina preparada por meio da técnica tradicional de cultivo na superficie de meio
liquido. A massa bacilar triturada adquire heterogeneidade com elevada frequéncia de
grumos de dimensdes variaveis, de dificil dispersao em suspensdes, podendo inclusive
gerar resultados subestimados. Assim a ocorréncia de grumos apdés a reconstituiciao da
vacina pode indicar baixa viabilidade, uma vez que a semeadura de um grumo ou
agregado de bacilos fornece apenas uma colénia ou unidade formadora de colbnia
(STAVRI et al., 1974; GHEORGHIU; LAGRANGE; FILLASTRE, 1988; GHEORGHIU;
LAGRANDERIE; BALAZUC, 1996).

Tendo em vista todas as limitacbes oferecidas pela técnica convencional de
cultivo em meio sélido, a OMS incluiu, em sua ultima série de requerimentos técnicos, a
técnica de dosagem de adenosina trifosfato (ATP) por reacdo de bioluminescéncia
como método alternativo para determinagao rapida da viabilidade do BCG
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1987).

A técnica de dosagem do ATP é fundamentada na reproducgéo in vitro da reagao
de bioluminescéncia observada em insetos que emitem luminosidade. A emissao de
bioluminescéncia ocorre como produto da reacdo que depende da presenca de ATP,
das enzimas luciferina e luciferase, de oxigénio e de ions magnésio. A intensidade da

luminescéncia € dada em funcdo da concentracdo de ATP quando os demais
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componentes da reacdo sao adicionados em excesso. Assim, quando aplicada a
determinagao do numero de viaveis presentes na vacina BCG, o ATP presente em
bacilos vivos é extraido e dosado. O resultado corresponde assim a quantidade de ATP
extraido e é calculado pela diferenca entre o ATP total e o ATP livre presentes na
suspensdo. A luminescéncia emitida € assim proporcional a quantidade de ATP
presente na amostra, sendo medida em biolumindmetro e expressa em unidades de
luminescéncia (GHEORGHIU; LAGRANDERIE, 1979).

Existem relatos de que a aplicagdo deste método oferece algumas limitagdes
como a dosagem equivocada do ATP retido em células mortas incapazes de formar
colbnias, além da escolha e padronizacgao criteriosas dos métodos de extracdo, e ainda
relatos de que as dosagens seriam afetadas pelo nivel de agregacdo das células
(PRIOLI; TANNA; BROWN, 1985; ASKGAARD et al., 1995).

Mesmo reconhecendo as vantagens oferecidas pela dosagem do ATP com
relagdo a contagem em meio sélido, como a rapidez e niveis adequados de precisao e
baixo custo operacional, a OMS, com base na existéncia de fraca correlagdo entre os
resultados de viabilidade e cultivo, continua buscando métodos alternativos
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2004c).

Dentre outras técnicas, a determinagao de viabilidade por reducado de sais de
tetrazol devera, segundo a OMS, ser em breve incluida em estudos de validagao
quando seus resultados serdo comparados aqueles fornecidos pela técnica
convencional (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2006).

Publicagbes relatando a aplicabilidade desses sais no estudo de microrganismos
de crescimento lento, inclusive na avaliagédo de concentragdes minimas inibitorias de
antibidticos contra micobactérias patogénicas (THOM et al., 1993; GOMEZ-FLORES et
al.,, 1995; MSHANA et al., 1998), antecederam o desenvolvimento do ensaio de
determinacao da viabilidade do BCG em amostras de vacina liofilizada utilizando os sais
de tetrazol 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide
(XTT) e 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (KAIRO et
al., 1999).



1.5. A técnica de reducao de sais de tetrazol

Na busca de um meio rapido de quantificar a capacidade proliferativa de células
eucarioticas, foi desenvolvido um método capaz de medir o numero de células viaveis
com base na utilizagdo dos sais de tetrazol como substratos que uma vez
metabolizados geram produtos dotados de coloragdo, podendo ser medidos por
colorimetria. Assim, tendo como base a capacidade destes sais indicarem a atividade
de enzimas desidrogenases presentes nas mitocondrias, Mosmann (1983) os
empregou como indicadores de atividade metabdlica.

Desta forma, varios autores relataram a utilizacdo dos sais de tetrazol em
estudos relacionados a viabilidade, toxicidade e proliferagdo de células animais
expostas a drogas, hormoénios e toxinas (DENIZOT; LANG, 1986; HANSEN; NIELSEN;
BERG, 1989; ROEHM et al., 1991; SLADOWSKI et al.,1993), e em outros estudos na
area microbioldgica (PECK, 1985; STEVENS; OLSEN, 1993; ROSLEV; KING, 1993;
MA; NICHOLL, 1996).

O estudo da influéncia de variaveis, adequacao e a padronizagado das condi¢des
de ensaio tém permitido a continuidade da aplicagao desta técnica a diferentes fins nas
areas de microbiologia médica e ambiental, como o controle da atividade biolégica de
lodo ativado e controle de biomassa (TABOR; NEIHOF, 1982; BENSAID; THIERIE;
PENNINCKX, 2000; McCLUSKEY; QUINN; McGRATH, 2005; KUHN et al., 2003;
HONRAET; GOETGHEBEUR; NELIS; 2005), estudos de suscetibilidade e
multirresisténcia a drogas (HAWSER et al., 1998; DE LOGU et al., 2001; DE LOGU et
al., 2003; SANDE et al., 2005); pesquisa da presenca de micobactéria em derivado
proteico purificado (PPD) (BEDWELL; KAIRO; CORBEL, 2001) e desenvolvimento de
drogas (WILLIANS et al., 2003; GOMEZ-FLORES et al., 1995; MORIARTY; ELBORN;
TUNNEY, 2005; AL-BAKRI; AFIFI, 2007).

1.5.1. Fundamento bioquimico da técnica

Os sais de tetrazol constituem um grupo de compostos orgénicos heterociclicos
que vém sendo empregados como indicadores de reagdes de oxido-redugdo em
sistemas vivos desde 1894 (LIU et al., 1997).
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Como receptores de elétrons, estes compostos catibnicos sao reduzidos por
acao enzimatica, gerando sinais de coloragdo intensa  detectaveis
espectrofotometricamente e expressos em densidade otica.

Assim, na medida em que ocorre a reacado, o sal é convertido de sua forma
oxidada para a forma reduzida denominada formazana, sendo este, portanto, o produto
da reacgao e cuja dosagem é feita com base na alteracao de coloragao e intensidade do
substrato original da reagdo (ALTMAN, 1974; LIU, et al., 1997).

A taxa de respiragdo celular é considerada uma medida de atividade
microbiolégica e pode ser estimada indiretamente pela atividade do sistema
transportador de elétrons empregando-se os sais de tetrazol como receptores artificiais
que competem com o oxigénio na captura de elétrons (McCLUSCKEY; QUINN;
McGRATH, 2005). Estudos bioquimicos demonstraram que a clivagem do anel tetrazol
e a consequente producdo de cristais de formazana ocorrem por acdo de enzimas
pertencentes a cadeia respiratéria, como desidrogenases ou flavoproteinas, o que
caracteriza esta reacdo como exclusiva de células metabolicamente ativas. Assim,
conforme ilustrado na FIGURA 1, a reducédo dos sais de tetrazol ocorre pela acédo de
coenzimas doadoras de elétrons, como o NADH (nicotinamida-adenina-dinucleotideo)
(SLATER, 1959; CESARI; RIEBER, IMAEDA, 1969; HATZINGER et al., 2003).

NAD+ ‘7—T NADH
N R CEH CcE N R
v N N / T NTH
R—C | R—C
Sal oxidado Formazana reduzida

FIGURA 1. Reagao de redugdo do sal de tetrazol no sistema oxido - redutor
NAD/NADH com participagao de um agente acoplador ou carreador de elétrons (CE).

A medida que o emprego desses compostos, inicialmente restrito aos estudos
qualitativos, evoluiu para fins quantitativos, houve a necessidade da melhor
caracterizagao das propriedades dos reagentes e dos produtos da reagcdo buscando a

sua adequacao aos objetivos da pesquisa (ALTMAN, 1974).
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Os sais de tetrazol disponiveis diferem quanto a solubilidade em solugdes
aquosas e as formazanas produzidas, que por sua vez também apresentam variagoes
quanto a solubilidade e coloracdo dos cristais. A insolubilidade da formazana é
vantajosa em pesquisas que objetivam a identificagdo do local de biorredu¢cdo no
sistema estudado, pois o depdsito do produto da reagao é restrito ao local da reacao
(ALLEN, 1965). Por outro lado, em ensaios que objetivam a medicdo de efeitos
correlacionados a quantidade de formazana produzida por células, como na avaliagao
de viabilidade ou proliferacdo celular sob condi¢cdes pré-estabelecidas, € indicada a
utilizacdo de sais de tetrazol que geram formazanas soluveis em solu¢gdes aquosas
(PAULL et al., 1988).

O MTT requer a utilizagdo de solventes organicos anteriormente a analise
espectrofotométrica em leitor de microplacas. Esta etapa prolonga o tempo de
incubagao, confere variabilidade aos resultados devido a dissolugdao incompleta dos
cristais de formazana além de favorecer a formacdo de aerossdis no momento da
aplicagdo do solvente, implicando em questdes de biosseguranga (ROSLEV; KING,
1993).

Ja o XTT, sintetizado em 1988, é diferenciado dos demais sais de tetrazol pela
presenca de dois grupos sulfénicos ionizados carregados negativamente e que
conferem hidrossolubilidade ao sal. Quando reduzido, a carga positiva do nucleo
tetrazol é extinta pela clivagem do anel, sendo, no entanto mantida a carga duplamente
negativa dos grupos sulfonados, o que proporciona solubilidade a formazana produzida
na reacado e, portanto sua difusdo facilitada a partir da célula ou local de reducgao
(FIGURA 2) (PAULL et al., 1988).
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FIGURA 2. Estruturas do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) do XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-(2H)-tetrazolium-5-
carboxanilide) e das formazanas correspondentes. Fonte: SCUDIERO et al., 1988.

Apesar de dispensar o uso de solventes organicos, a reagao de reducédo do XTT
requer a utilizagdo de um agente acoplador de elétrons que acelera a reagao
(SCUDIERO et al., 1988; GARN et al., 1994).

O local da reagao de reducgédo na célula tem sido extensivamente investigado,
sobretudo em células eucaridticas e, apesar de normalmente associada a cadeia
respiratoria em mitocdndrias e atribuida a agdo da ubiquinona (Q) e ao citocromo c, tal
exclusividade é bastante discutida (SLATER, 1959, BERRIDGE; TAN, 1993; LIU et al.,
1997). Ja em células procariétas, a reagcdo de redugao de sais como o XTT, MTT e
WST-1 (4-(3-4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio)-1,-3-benzenedisulfonate)
tem sido associada a vesiculas localizadas na membrana celular no nivel de atividade
das enzimas que fazem parte da cadeia respiratéria (McCLUSCKEY; QUINN;
McGRATH, 2005).

Por tratar-se de uma medida de atividade metabdlica, a dosagem da formazana
produzida proporcionalmente a respiragao celular € um melhor indicador de viabilidade
quando comparado aos métodos que dependem do cultivo e multiplicagdo celular
(NIKS; OTTO, 1990; ROSLEV; KING, 1993).

Diversas publicacbes apontam o uso dos sais de tetrazol como o MTT, o
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cloridrato de trifeniltetrazol (TTC), o nitroblue (NBT), o neotetrazol (NT), e o
iodonitrofeniltetrazol (INT), em estudos referentes as micobactérias (GOMEZ-FLORES,
1995; MSHANA et al., 1998; THOM et al., 1993; BEDWELL; KAIRO; CORBEL, 2001).
Dentre outros sais, o MTT é mais frequentemente citado, tendo o sistema oxido-
redutase NADH-MTT sido avaliado em fragbes obtidas de Mycobacterium smegmatis e
sua atividade mais associada aos fragmentos de membrana plasmatica e mesossomal
(CESARI, RIEBER; IMAEDA, 1969).

Mais recentemente, estudos comparativos demonstraram a equivaléncia entre a
reducdo do MTT e do XTT por M. tuberculosis quando a técnica foi usada para avaliar
do crescimento de cepas padrdao apds exposi¢cdo a rifampicina, estreptomicina e
isoniazida (DE LOGU et al., 2001). O uso do XTT forneceu resultados equivalentes e foi
considerado vantajoso, uma vez que requer apenas trés a oito dias de ensaio ao invés
de trés semanas como prevé o método classico de avaliagdo da suscetibilidade de M.
tuberculosis a diferentes antibidticos e que consiste em diluicdo e cultivos em agar (DE
LOGU et al., 2003).

A adequagdo do sistema microrganismo - sal de tetrazol foi também
demonstrada em estudos da aplicabilidade da técnica de redugao dos sais de tetrazol
MTT e XTT para a determinagcédo de viaveis em amostras de vacina BCG preparadas
com as cepas Japonesa, Glaxo, Tice, Sofia, Moreau e Pasteur 1173P2. Por meio de
estudos comparativos entre esta técnica e a convencional em cultivo de meio sélido,
pesquisas demonstraram que os resultados fornecidos pela redugdao dos sais de
tetrazol, sobretudo o XTT, sdao bem mais precisos e desprovidos de tendéncias, o que
confere a técnica melhor repetitividade (KAIRO et al.,, 1999; STEFANOVA; ZHELEV,
2003; JANASZEK-SEYDLITZ, 2004; ARGUELLES et al., 2004; 2005). Deve ser
mencionada a inexisténcia, até o presente, de publicacbes referentes a aplicacdo da
técnica de reducdo do XTT na determinagcdo da viabilidade do BCG na vacina

produzida no Brasil com a cepa Moreau — RJ.

1.6. O controle da vacina BCG no Brasil

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), pertencente a

Fundacdao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) no Rio de Janeiro — RJ, vem realizando desde
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1984, o controle da qualidade dos lotes de vacina BCG de uso intradérmico (BCG-ID)
empregados no Programa Nacional de Imunizag¢des (PNI) do Ministério da Saude. Com
este proposito sdo analisados, de rotina, em média 250 lotes do produto a cada ano,
atendendo a demanda da Coordenacédo Geral do Programa Nacional de Imunizagdes
(CGPNI) a qual sao fornecidos subsidios técnicos que garantam a utilizagao de lotes do
produto de acordo com especificagdes minimas previstas pela Farmacopéia Brasileira e
pela OMS (BRASIL, 2002; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1987).

Os lotes de vacina BCG séao avaliados quanto a esterilidade bacteriana e fungica,
determinagcdo de unidades viaveis do BCG, termoestabilidade, homogeneidade,
identidade para bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), pesquisa de micobactérias
virulentas e pH.

Conforme abordado anteriormente, analise de viabilidade e termoestabilidade da
vacina BCG é realizada pela técnica de contagem em meio sélido de Lowenstein-
Jensen (LJ), que apesar das suas limitacdes, ainda é utilizada no INCQS conforme
recomendacdo da OMS e da Farmacopéia Brasileira (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 1987; BRASIL, 2002). Os esforcos que objetivam o aprimoramento do controle
e a melhoria dos resultados sao justificaveis, implicando na avaliagdo de métodos
alternativos que oferecam maior precisao. De fato, existe a necessidade da revisao dos
requerimentos de qualidade da vacina BCG em vigor visando a atualizacdo de
metodologias e padrbes empregados no controle, conforme abordado em recentes
encontros de especialistas da OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2003;
2004c; 2006).

Dentre outras técnicas, a determinacao da viabilidade por reducdo de sais de
tetrazol devera, segundo a OMS, ser em breve incluida em estudos de validagao
quando sera avaliada e seus resultados comparados aqueles fornecidos pela técnica
convencional (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2006). Os paises interessados
deverao estar aptos a participar do estudo.

Desta forma, torna-se imprescindivel ao INCQS, como laboratério oficial de
controle no Brasil, o dominio de métodos alternativos, visando a sua participagédo em
estudos interlaboratoriais e a possivel implantagdo de uma nova metodologia no

Instituto.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Contribuir para o aprimoramento do controle da qualidade da vacina BCG-ID no
INCQS avaliando a aplicabilidade da técnica de reducédo do sal de tetrazol XTT como
ensaio alternativo para a determinagao da viabilidade do BCG em amostras de vacina

preparadas com a cepa BCG Moreau - RJ.

2.2. Objetivos especificos

e Padronizar a técnica de redugao do sal de tetrazol XTT na contagem de BCG
viaveis avaliando a linearidade frente a diferentes concentracdes do sal e tempos

de incubacao.

e Correlacionar os resultados obtidos por reducao do sal de tetrazol XTT utilizando
a técnica baseada em Kairo e colaboradores (1999) com aqueles obtidos pela
técnica de contagem em meio de Lowenstein-Jensen para lotes de vacina

usados na rotina de imunizagdo da CGPNI.

e Correlacionar os resultados obtidos por reducao do sal de tetrazol XTT utilizando
a técnica baseada em Argulelles e colaboradores (2005) com aqueles obtidos
pela técnica de contagem em meio de Lowenstein-Jensen para lotes de vacina

usados na rotina de imunizagao da CGPNI.

e Correlacionar os resultados obtidos por reducdo do sal de tetrazol XTT utilizando
as técnicas baseadas em Kairo e colaboradores (1999) e Arguelles e
colaboradores (2005) para lotes de vacina usados na rotina de imunizagao da
CGPNI.

e Criar condigbes para que o INCQS possa participar de estudos interlaboratoriais
que objetivem a avaliagdo dessa técnica como ensaio alternativo para a

determinacao da viabilidade do BCG em amostras de vacina.
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3. METODOLOGIA

3.1. Local de realizagao do estudo

O estudo foi desenvolvido no Setor de Vacinas do Departamento de

Microbiologia do INCQS - Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3.2. Fluxograma do estudo

O estudo foi desenvolvido conforme fluxograma apresentado na FIGURA 3.

Estudo da linearidade do método
baseado em Kairo e colaboradores
(1999) frente a diferentes concentragdes
12 Etapa: do XTT e tempos de incubacéo.

Avaliagao das condigbes do ensaio de
reducdo do sal de tetrazol XTT.

Estudo da linearidade do método
baseado em Argulelles e colaboradores
(2005) em diferentes tempos de
incubacao.

Condicoes de
ensaio
padronizadas

22 Etapa: Avaliagao da existéncia de
Correlagao dos resultados fornecidos pelos correlagao entre os resultados
métodos: contagem de viaveis em LJ x fornecidos pelos métodos
reducao do sal de tetrazol XTT (KAIRO et quando aplicados as amostras
al., 1999 e ARGUELLES et al., 2005). de vacina empregadas na rotina
de imunizagao do pais.

FIGURA 3. Fluxograma do estudo de avaliagédo da técnica de redugao do sal de tetrazol

XTT  (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide)

como

ensaio alternativo para a determinacao da viabilidade do BCG em amostras de vacina.

LJ — Lowenstein-Jensen.
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3.3. Vacinas:

3.3.1. Vacina de referéncia de trabalho - BRABCGO003

Nos ensaios de avaliagao de linearidade do método e correlagdo dos resultados
foi empregado, como vacina de referéncia de trabalho, o lote de vacina BCG
BRABCGO003 (cepa Moreau - RJ) produzido pela Fundac&o Ataulpho de Paiva em
1996.

Este lote vem sendo utilizado regularmente como referéncia nacional de trabalho
na rotina do controle do INCQS e dos fabricantes nacionais da vacina BCG desde 1998,
apds ter sido avaliado no fabricante, no INCQS e no Instituto Panamericano de
Protéccion de Alimentos y Zoonosis (INPPAZ). Nessa ocasido o lote foi avaliado quanto
a esterilidade bacteriana e fungica, vacuo, hipersensibilidade tuberculinica, pesquisa de
micobactéria virulenta em cobaias, homogeneidade e identidade para bacilos alcool-
acidos resistentes (BAAR), viabilidade e termoestabilidade.

Cada ampola contém 50 doses (5 mg) de uma suspenséao liofilizada de BCG
preparada em glutamato de sodio a 2%. As ampolas s&o mantidas a temperaturas
iguais ou inferiores a — 18 °C e reconstituidas com 5 mL de solugéo de cloreto de sédio
0,9%.

Nos ensaios convencionais de contagem de unidades viaveis de BCG em meio
de cultura sélido de LJ, esta vacina fornece contagem média de 8 x 10° UFC/mL , com
desvio padréo de 2,0 x 10° UFC/mL, conforme grafico de controle de Shewhart mantido
no Setor de Vacinas / BCG do Departamento de Microbiologia para monitoramento dos
procedimentos de ensaio (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2004b).

3.3.2. Vacina BCG-ID empregada na rotina de imunizagao do PNI

Foram empregados 06 lotes de vacina BCG-ID (cepa Moreau - RJ) recebidos no
Setor de Vacinas / BCG para analises de rotina, incluindo contagens de viaveis e
termoestabilidade. Os lotes de vacina incluidos nas analises foram avaliados e
considerados satisfatérios quanto a presenca exclusiva de bacilos alcool-acido

resistentes (BAAR) e auséncia de contaminantes de origem bacteriana e fungica foram
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incluidas no estudo (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM
SAUDE, 2004; 2007)

Cada ampola contém 10 doses (1 mg) de uma suspenséo liofilizada de BCG
preparada em glutamato de sodio a 2%. As ampolas sdo mantidas no laboratério
conforme orientagcdo do fabricante, entre 2 e 8 °C e sdo reconstituidas com 1 mL
solucao de cloreto de sédio 0,9%.

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2002) o numero de unidades
viaveis de BCG na vacina BCG-ID mantida entre 2 e 8 °C deve estar compreendido
entre 2 a 10 x 10° UFC/mL. Ja na analise de termoestabilidade, quando é avaliada a
sobrevivéncia do BCG na vacina apds incubacao a 37 +/- 1 por 28 dias, a viabilidade
deve corresponder a no minimo 20% do conteudo de BCG unidades viaveis presentes

na vacina mantida entre 2 e 8 °C.

3.4. Ensaio de reducgao do sal de tetrazol XTT
3.4.1. Descrigao da técnica baseada em Kairo e colaboradores (1999):
3.4.1.1. Sal de tetrazol XTT:

As solugdes do sal de tetrazol XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-(2H)-
tetrazolium-5-carboxanilide) Sigma® (95% de pureza) foram preparadas no momento
de uso, utilizando-se caldo Middlebrook 7H9 (ANEXO) e aquecimento em banho
termostatico a 60 °C durante 30 minutos para a solubilizagdo do sal de tetrazol e
posterior esterilizagao por filtragdo em membrana de 0,22 um.

Durante o estudo de padronizagcdo do método foram avaliadas solucdes de XTT

nas concentragdes de 1, 2 e 3 mg/mL.
3.4.1.2. Carreador de elétrons (CE):

Foi utilizado bissulfato de sédio menadiona (BSM) Sigma® a 10 mg/mL em
solugédo tampao fosfato 0,0056M pH 7,4 (ANEXO). A solugéo foi preparada, esterilizada

por filtragdo em membrana de 0,22 um e congelada a —70 °C até o momento de uso.
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3.4.1.3. Solugdo de reacao (SR):

As solugdes de reagao foram preparadas no momento de uso adicionando-se 10
uL da solugédo de CE (3.4.1.2) a cada mL das solugdes de XTT (3.4.1.1).

3.4.1.4. Branco:

Como branco foram utilizados 100 uL de caldo Middlebrook 7H9 acrescido de 25
uL de solugédo de reagao (3.4.1.3), em triplicatas preparadas em microplaca de 96
pocos de fundo plano.

As misturas foram homogeneizadas suavemente em agitador orbital de placas

por 1 minuto e incubadas em camara umida a 37 +/- 1 °C por 3, 24 e 48 horas.
3.4.1.5. Execucéao do ensaio:

Volumes de 100 uL da vacina reconstituida foram depositados, em triplicata, em
placas de 96 pocos de fundo plano e foram acrescentados 25 uL de solugao de reagao
(3.4.1.3).

As misturas foram homogeneizadas suavemente em agitador orbital de placas

por 1 minuto e incubadas em camara umida a 37 +/- 1 °C por 3, 24 e 48 horas.
3.4.1.6. Leitura e calculo:

A leitura foi realizada em leitor de microplacas Bio-Rad modelo 3550 em
comprimento de onda de 450 nm e filtro de referéncia de 655 nm.

O desconto do branco foi realizado através da subtragcdo da densidade otica
média do branco (3.4.1.4) das densidades 6ticas obtidas para as misturas de vacina e
solucao de reacao (3.4.1.5).

Apos o desconto do branco, o calculo da concentragdo da vacina em analise foi
realizado por aplicagdo da densidade otica média produzida pela formazana nas
misturas de vacina e solugao de reagao na equacgao da reta conforme segue:

y =a+ bx,
onde: y = densidade otica medida e corrigida da formazana na vacina em analise;

x = concentragcédo (mg/mL) da vacina em analise;
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a = coeficiente linear (intercepto da linha de regressao);

b = coeficiente angular (inclinagao da linha de regressao).

Para a expressao do resultado em UFC/mL, a concentracdo medida (x) foi
multiplicada pela concentracdo média de viaveis da vacina de referéncia de trabalho
BRABCG003 (8 x 10° UFC/mL) (3.3.1). Os desvios padrédo foram calculados com base

nos resultados das triplicatas tratadas individualmente.
3.4.2. Descrigao da técnica baseada em Arguelles e colaboradores (2005).

3.4.2.1. Sal de tetrazol XTT:

A solucdo do sal de tetrazol XTT Sigma® (95% de pureza) a 3 mg/mL foi
preparada no momento de uso, utilizando-se solugcdo tampéao fosfato 0,005M pH 7,4
(ANEXO) e aquecimento em banho termostatico a 60 °C durante 30 minutos para a
solubilizacdo do sal de tetrazol e posterior esterilizagao por filtragdo em membrana de
0,22 um.

3.4.2.2. Carreador de elétrons (CE):

Foi utilizado bissulfato de sédio menadiona (BSM) Sigma® a 10 mg/mL em
solugéo tampéo fosfato 0,005M pH 7,4 (ANEXO). A solugéo foi preparada, esterilizada

por filtragdo em membrana de 0,22 um.
3.4.2.3. Solugao de reacao (SR):

As solucdes de reagao foram preparadas no momento de uso adicionando-se 10
uL da solugdo de carreador de elétrons (3.4.2.2) a cada mL da solugdo de XTT
(3.4.2.1).

3.4.2.4. Controle de opacidade:

Para o controle de opacidade foram preparados em paralelo e em triplicata
volumes de 100 uL da vacina em teste na mesma concentragdo analisada acrescida de

mais 25 uL de solugdo de cloreto de sédio a 0,9%.
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3.4.2.5. Execucgao do ensaio:

Volumes de 100 uL da vacina reconstituida foram depositados, em triplicata, em
microplacas de 96 pocgos de fundo plano, e foram acrescentados 25 uL de solugao de
reacao (3.4.2.3).

As misturas foram homogeneizadas suavemente em agitador orbital de placas

por 1 minuto e incubadas em camara umida a 37 +/- 1 °C por 3, 24 e 48 horas.
3.4.2.6. Leitura e calculo:

A leitura foi realizada em leitor de microplacas Bio-Rad modelo 3550 em
comprimento de onda de 450 nm.

O desconto da opacidade foi realizado através da subtragdo da densidade o6tica
média da opacidade (3.4.2.4) das densidades oticas obtidas para as misturas de vacina
e solucdo de reagao (3.4.2.5).

Apos o desconto da opacidade, o calculo da concentracdo da vacina em analise
foi realizado por aplicacdo da densidade otica média produzida pela formazana nas
misturas de vacina e solugao de reagao na equacgao da reta conforme segue:

y =a + bx,
onde: y = densidade 6tica medida e corrigida de formazana na vacina em analise;
X = concentracado (mg/mL) da vacina em analise;
a = coeficiente linear (intercepto da linha de regressao);

b = coeficiente angular (inclinagao da linha de regressao).

Para a expressao do resultado em UFC/mL, a concentracdo medida (x) foi
multiplicada pela concentracdo média de viaveis da vacina de referéncia de trabalho
BRABCG003 (8 x 10° UFC/mL) (3.3.1). Os desvios padréo foram calculados com base

nos resultados das triplicatas tratadas individualmente.

3.5. Ensaio de contagem em meio sélido (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
1977; INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2005):

3.5.1. Meio sélido de Lowenstein-densen (LJ) (ANEXO):
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O meio de LJ foi preparado utilizando-se base comercial Merck®, glicerol 87% e
suspensao de ovos frescos certificados de galinhas da raga Leghron isentas de
tratamentos a base de antibioticos ou de outro antimicrobiano. O envase foi feito em
tubos 25 x 200 mm providos de rolhas de gaze, para posterior coagulacédo a 85 °C
durante 45 minutos em equipamento coagulador Esterilizacion Longhi HNOS. O meio

de LJ foi mantido em estoque entre 2 e 8 °C por no maximo 60 dias.

3.5.2. Meio liquido Sauton %2 (ANEXO):

O meio liquido Sauton 74 foi mantido entre 2 e 8 °C por no maximo 60 dias.

3.5.3. Descrigao geral do ensaio

O lidfilo de cada ampola de vacina foi reconstituido (3.3) e trés diluigbes foram
preparadas a partir da suspensado a 1mg/mL, utilizando-se como diluente meio liquido
Sauton V4 e fator de diluigéo 2.

Para cada amostra foram utilizados 20 tubos codificados (segundo TABELA de
numeros aleatérios) contendo 15 mL de LJ. As duas primeiras diluigbes foram
inoculadas em cinco desses tubos e a terceira nos 10 tubos restantes. Cada tubo
contendo LJ foi inoculado com 100 uL de cada uma das diluigdes.

O volume de inéculo foi distribuido uniformemente por toda a superficie do meio, e
os tubos, ainda tampados com rolha de gaze, permaneceram em posigao horizontal, ao
abrigo da luz e ligeiramente inclinados durante 24 horas a temperatura ambiente (20 a
25 °C). Apods esse periodo, os tubos foram colocados na posigao vertical, vedados com
rolhas de silicone parafinadas e incubados a 37 +/- 1 °C ao abrigo da luz durante quatro
semanas.

As colbnias caracteristicas do BCG, de aspecto rugoso, espraiadas e
esbranquigcadas (sem pigmentag¢ao) foram contadas com o auxilio de lente de aumento.
As contagens superiores a 100 colénias foram desprezadas. Foram igualmente
desconsiderados os tubos que apresentaram confluéncia das colbnias, ressecamento
do meio de cultura, vedacao inadequada, rachaduras ou presenga de contaminantes.

Cada ensaio foi avaliado estatisticamente quanto ao qui-quadrado (5%) para a
verificacdo da presenca de outliers e pelo teste t de Student (5%) para o controle da

proporcionalidade entre as diluicbes conforme fator de diluicdo empregado.
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Posteriormente o numero de UFC/mL foi calculado com base nas médias de UFC/mL
obtidas por diluicdo da amostra de vacina testada. Para a realizagdo dos calculos foi
utiizada a pasta de calculo BCGCALCVAL, desenvolvida no Setor de Vacinas do
Departamento de Microbiologia do INCQS em 2005, e validada por reprodugdo manual

dos calculos.

3.6. Descrigcao das etapas do estudo
3.6.1. 1% etapa: avaliagdo das condigbes de ensaio.

A avaliacao do efeito dose-resposta fornecido pelo método de reducéo do sal de
tetrazol XTT, ou seja, da relagdo entre as quantidades de formazana produzidas em
funcdo das diferentes diluicbes da vacina foi realizada através do estudo de curvas
analiticas baseadas nas densidades 6ticas fornecidas por cada diluicdo da vacina de
referéncia de trabalho BRABCGO003.

3.6.1.1. Avaliacao da linearidade do método baseado em Kairo e colaboradores (1999):

As curvas analiticas foram construidas empregando-se o XTT a 1, 2 e 3 mg/mL
em ensaios de redugao do XTT (3.4.1) com 3, 24 e 48 horas de incubacédo a 37 +/- 1 °C
realizados em dias diferentes. Os controles e o branco foram realizados a cada ensaio
conforme QUADRO 1.

QUADRO 1. Descrigdo dos controles realizados no estudo da linearidade da técnica
baseada em Kairo et al. (1999).

Controles e branco

Controle de opacidade para a _
100 uL da vacina a 2mg/mL + 25 ulL de caldo

verificagao da densidade o6tica fornecida
Middlebrook 7H9 enriquecido

na auséncia de solugéo de reagao

100 pL da vacina BRABCGO003 a 2mg/mL
reconstituida com solucéo de cloreto de sddio a
0,9% e inativada (1 hora a 70 °C) + 25uL de

solucao de reagao

Controle negativo para a verificagao de
inespecificidade produzida pela matriz

da vacina *

100 pL de Caldo Middlebrook 7H9 enriquecido +
Branco para desconto do background **
25uL de solugao de reagao

* Inativagéo confirmada através de cultivo em meio de LJ.
** Avaliados em ftriplicata.
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e Faixa de trabalho:

A faixa de trabalho foi definida com base nos valores de referéncia especificados na
Farmacopéia Brasileira para a vacina BCG - ID (BRASIL, 2002): 2 a 10 x 10° UFC/mL
para o produto mantido conforme orientacdo do fabricante e ao menos 20% do limite
minimo de referéncia para avaliagcao da termoestabilidade.

Conforme esquema apresentado no QUADRO 2, a faixa de trabalho se estendeu

de 0,12 x 10° a 16 x 10° UFC/mL com oito diluicdes espagadas por fator de diluicéo 2.
e Reconstituicao e diluicado da vacina BRABCGO003

Para a execugao de cada ensaio incluido na construgdo de cada uma das curvas
analiticas foi empregada uma ampola da vacina de referéncia de trabalho
BRABCGO003, cujo nimero médio de unidades viaveis corresponde a 8 x 10° UFC/mL
(3.3.1) em ensaios de contagem em meio sélido de LJ realizados na rotina do Setor de
Vacinas / BCG do Departamento de Microbiologia.

Para a obtengdo da maior concentragéo da faixa de trabalho (16 x 10° UFC/mL),
empregou-se a metade do volume de diluente recomendado para a reconstituicdo de
uma ampola da vacina BRABCGO003, iniciando-se a diluicio com o produto
reconstituido a 2 mg/mL e portanto duplamente concentrado (QUADRO 2).

Para o preparo de cada diluicdo seriada foi utilizado caldo Middlebrook 7H9

enriquecido.

QUADRO 2. Concentragdes da vacina BRABCGO003 analisadas para a construgao das
curvas analiticas pela técnica baseada em Kairo et al. (1999).

Concentragao
2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 |0,03125 | 0,01562
(mg/mL)
Concentragao *
6 16,0 8,0 4,0 2,0 1,0 0,5 0,25 0,12
(x 10° UFC/mL)

* Considerando o valor médio de 8 x 10° UFC/mL.
UFC — Unidade Formadora de Colonias.

e Correspondéncia entre densidade o6tica e UFC/mL

Para cada uma das curvas analiticas construidas com as trés concentragdes do
XTT foi feita a correspondéncia entre as densidades oticas e as UFC/mL utilizando os

parametros da equagao de regressédo conforme descrito no item em 3.4.1.6.
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3.6.1.2. Avaliacao da linearidade do método baseado em Arguelles et al.(2005):

As curvas analiticas foram construidas empregando-se o XTT a 3 mg/mL em
ensaios de redugao (3.4.2) com 3, 24 e 48 horas de incubagao a 37 +/- 1 °C realizados

em dias diferentes.
e Faixa de trabalho:

A faixa de trabalho foi definida com base nos valores de referéncia especificados
na Farmacopéia Brasileira para a vacina BCG-ID: 2 a 10 x 10° UFC/mL para o produto
mantido conforme orientagdo do fabricante e ao menos 20% do limite minimo de
referéncia para analise de termoestabilidade (BRASIL, 2002).

Dessa forma, conforme esquema apresentado no QUADRO 3, a faixa de
trabalho se entendeu de 0,37 x 10% a 16 x 10® UFC/mL com 12 diluicbes intercaladas

com fator de diluigdo 2.

e Reconstituicido e diluigdo da vacina BRABCGO003

Para a execucao de cada ensaio incluido na constru¢cao de cada uma das curvas
analiticas foi empregada uma ampola da vacina de referéncia de trabalho BRABCGO003,
cujo nimero médio de unidades viaveis corresponde a 8 x 10° UFC/mL (3.3.1).

A maior concentracdo da faixa de trabalho (16 x 10° UFC/mL) foi obtida
empregando-se a metade do volume de diluente recomendado para a reconstituicao de
uma ampola da vacina BRABCGO003, iniciando-se a diluicAo com o produto
reconstituido a 2 mg/mL e portanto duplamente concentrado.

As diluicdes seriadas (QUADRO 3) foram preparadas com meio liquido Sauton
nao diluido (ANEXO). Dessa forma, para a corregao dos valores de densidade dtica, a
partir da segunda dilui¢gao, além do desconto de opacidade ja descrito em 3.4.2.4, foi
subtraida também a densidade 6tica média obtida de triplicatas preparadas com 100 pL

de meio Sauton ndo diluido acrescido de 25 uL de solugao de reagéo.
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QUADRO 3. Concentragbdes da vacina BRABCGO003 analisadas para a construgao das
curvas analiticas pela técnica baseada em Arguelles et al. (2005).

Concentragéo (mg/mL) 2 1,5 1 75 ,5 375 | ,25 | ,187 |,125 |,093 |,062 |,046

Concentragao*
(x 10° UFC/mL)

* Considerando o valor médio de 8 x 10° UFC/mL. UFC - Unidade formadora de colonia

16,0 | 12,0 |80 | 60 | 40 |30 |20 |15 |10 |0,75 |05 |0,37

3.6.1.3. Tratamento estatistico dos dados:

A avaliagao da linearidade do método foi realizada a partir dos valores médios
de densidade dtica obtidos conforme 3.4.1 e 3.4.2 para cada concentragcao da vacina de
referéncia de trabalho BRABCGO003. Foi utilizado fluxograma adaptado a partir de
orientacdes descritas pela Societé Francaise des Sciences et Tecniques
Pharmaceutiques (2002) (FIGURA 4):

Calculo das variancias dos valores de DO obtidos para cada concentracédo da vacina

A 4

/ Teste de Cochran (5%): comparagao das variancias \

Variancias homogéneas Variancias nao homogéneas -
- Homocedasticidade Heterocedasticidade

l Calculo do coeficiente de determinacdo R” e estimativa

ANOVA dos parametros a e b da reta de regressao (método
dos quadrados minimos): y =a + bx ’

A 4

Teste F (5%) : verificagdo da existéncia de inclinagao significativa \

Inclinagéo significativa Inclinagéo néo significativa: ndo existéncia de
dependéncia entre x e y.

A 4

Teste F (5%): verificacdo de desvio da linearidade \
Teste nédo significativo: Teste significativo: linearidade
linearidade demonstrada. nao demonstrada

FIGURA 4. Fluxograma de avaliagdo da linearidade do método de redugéo do sal de
tetrazol XTT. DO - densidade o6tica. ANOVA — analise de varidncia Adaptado de
SFSTP (2002).

As seguintes pastas de calculos foram empregadas na analise da linearidade:
e Pasta Cochran: desenvolvida no Setor de Vacinas do Departamento de

Microbiologia por meio do Microsoft Excel e avaliada previamente por reprodugéo
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dos resultados apresentados em exemplificacdes fornecidas pela Societé Francaise
des Sciences et Tecniques Pharmaceutiques (2002). Foi utilizada na aplicagéo do
Teste de Cochran (5%) para avaliagdo da homogeneidade entre as variancias das

diferentes concentracdes de vacina.

e Pasta de Avaliacao da Linearidade / ANOVA: desenvolvida pela Coordenagao do
Programa da Qualidade do INCQS por meio do Microsoft Excel e validada por
reproducdo manual dos resultados. A aplicabilidade desta pasta ao presente estudo
foi avaliada pela reproducdo dos resultados apresentados em exemplificacdes
fornecidas pela Societé Francaise des Sciences et Tecniques Pharmaceutiques
(2002). Foi utilizada para a estimativa dos parametros da reta de regressao: calculo
dos coeficientes angular e linear, coeficiente de determinagdo R?, testes F para
avaliacdo da existéncia de inclinagdo significativa (5%) e calculo de desvio

significativo de linearidade - lack-of-fit (5%).

3.6.2. 22 etapa: analise de amostras de vacina BCG-ID usadas na rotina de imunizagao
do PNI:

3.6.2.1. Estudo da correlacdo entre resultados fornecidos pelas técnicas de redug¢ao do

do XTT e por ensaios de contagem em meio solido de LJ:

Seis lotes de vacina BCG-ID empregados na rotina de vacinagao do PNI e
identificados por A, B, C, D, E e F, foram analisados pelo método de redugao do XTT a
1 mg/mL pela técnica baseada em Kairo et al. (1999) (3.4.1) e a 3 mg/mL pela técnica
baseada em Argulelles et al. (2005) (3.4.2) e pelo método oficial de contagens de
colénias em meio de LJ (3.5), buscando avaliar a existéncia de correlagdo entre os
resultados fornecidos pelos dois métodos.

A amostragem de cada lote consistiu em um pool de cinco ampolas de vacina.
Para o preparo do pool, cada ampola de vacina analisada foi reconstituida com solucéo
de cloreto de sdodio a 0,9% na concentragédo de 1 mg/mL conforme orientagédo do

fabricante.

A técnica baseada em Kairo et al. (1999) e o método de contagem em LJ foram

realizados simultaneamente, partindo-se do mesmo pool/ de ampolas. Ja a técnica
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baseada em Arguelles et al. (2005) (3.4.2), foi realizada posteriormente a partir de
pools diferentes preparados com outras ampolas dos lotes A, B, C,D,E e F.

O lote de vacina BRABCGO003 foi usado como referéncia de trabalho e, portanto
o nimero médio de 8 x 10° UFC/mL como base para o calculo do nimero de unidades
viaveis do BCG nas vacinas em analise por interpolagao na equacgao da reta.

A existéncia de correlacao foi avaliada pela analise do coeficiente de correlacao

de Pearson (MOORE, 2005) calculado por meio do Microsoft Excel.

3.6.2.2. Estudo da correlagao entre resultados fornecidos pelas técnicas de redugao do
XTT baseada em Kairo et al. (1999) e em Arguelles et al.(2005).

Os lotes A, B, C, D, E e F foram analisados pelas técnicas de redugao do XTT a
1 mg/mL pela técnica baseada em Kairo et al. (1999) (3.4.1) e a 3 mg/mL pela técnica
baseada em Arguelles (2005) (3.4.2) buscando avaliar a existéncia de correlagéo entre
os resultados fornecidos pelas duas técnicas.

A amostragem de cada lote consistiu em um pool de cinco ampolas de vacina.
Para o preparo do pool, cada ampola de vacina analisada foi reconstituida com solugéo
de cloreto de sédio a 0,9% na concentracdo de 1 mg/mL conforme orientacédo do
fabricante.

As técnicas baseada em Kairo et al. (1999) (3.4.1) e em Arguelles et al. (2005)
(3.4.2), ndo foram realizadas simultaneamente, sendo empregados pools diferentes
dos lotes A, B,C,D,EeF.

O lote de vacina BRABCGO003 foi usado como referéncia de trabalho e, portanto
o niimero médio de 8 x 10° UFC/mL como base para o célculo do nimero de unidades
viaveis do BCG nas vacinas em analise por interpolagao na equacgao da reta.

A existéncia de correlagao foi avaliada pela analise do coeficiente de correlagcéo

de Pearson (MOORE, 2005) calculado por meio do Microsoft Excel.

29



4. RESULTADOS

4.1. Avaliagdo do método de redugao do sal de tetrazol XTT baseado em Kairo et
al. (1999):

4.1.1. Areducdo do XTT nas concentragdes de 1, 2 e 3 mg/mL.:

Os dados dos ensaios de reducédo do XTT nas concentragdes de 1, 2 e 3 mg/mL
estdo apresentados nas FIGURAS 5,6 e 7.

Observa-se que nos ensaios realizados com o XTT a 1 mg/mL foi possivel o
estudo de toda a faixa de concentracdes da vacina BRABCGO003 nos trés periodos de
incubacao.

Ao se empregar o XTT a 2 mg/mL, a formazana forneceu densidades oticas
maximas somente apos 48 de incubagdo. Com o uso do XTT a 3 mg/mL foi visualizado
um plateau nas maiores concentragcdes analisadas da vacina BRABCGO003 apds 24 e

48 horas de incubacéo.

1,600
1,400 |
1,200 -
1,000 |
0,800 -
0,600 -
0,400 -

0,200 -

DO da formazana (450nm - 655nm)

0,000

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentragao de vacina (mg/mL)
—o—T3 = T24 —a—T48

Figura 5. Valores de densidade o6tica (DO) fornecidos pela redug¢do do XTT a 1 mg/mL
pela técnica baseada em Kairo et al. (1999) para as concentragbes da vacina
BRABCGO003 (2mg/mL), apos 3 (T3), 24 (T24) e 48 (T48) horas de incubacéo.
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1,000
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0,000 ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Concentracao de vacina (mg/mL)

DO da formzana (450nm - 655nm)

—+-T3 = T24 —a—T48

FIGURA 6. Valores de densidade dética (DO) fornecidos pela redugdo do XTT a 2
mg/mL pela técnica baseada em Kairo et al. (1999) para as concentragbes da vacina
BRABCGO003 (2mg/mL), apés 3 (T3), 24 (T24) e 48 (T48) horas.

3,500

3,000 A

2,500 A

2,000 A

1,500 -

1,000 -

0,500 -

DO da formazana (450nm - 655nm)

0,000

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Concentracéo de vacina (mg/mL)

——T3 = T24 —a—T48

FIGURA 7. Valores de densidade ¢6tica (DO) fornecidos pela redugédo do XTT a 3 mg/mL
pela técnica baseada em Kairo et al. (1999) para as concentragbes da vacina
BRABCGO003 (2mg/mL), apds 3 (T3), 24 (T24) e 48 (T48) horas de incubacgéo.
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4.1.2. Avaliagao dos controles e do branco nas trés concentragcdes do XTT.

As FIGURAS 8, 9 e 10 apresentam os resultados da avaliagao do branco e dos
controles realizada durante o estudo da linearidade da técnica baseada em Kairo et al.
(1999).

Através da leitura do branco pode ser observado que o efeito background
decresce a medida que a concentracdo do XTT foi reduzida.

Verifica-se que nos ensaios realizados com as diferentes concentragdes de XTT
as densidades oticas fornecidas pelos controles de opacidade mantiveram-se
praticamente inalteradas nos periodos de incubacdo avaliados e nas diferentes
concentracdes do XTT.

Ja os controles negativos forneceram densidades oticas que se elevaram em

funcdo da concentragdo do XTT e dos tempos de incubag&o, porém em menor grau

quando comparadas aos brancos.

0,350

2 |
0,300 -
0,250 - s
0,200 A -
0,150 -
0,100 1 s 000000000,

o)

0,050

0,000 ‘ ‘ T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo de incubagio (horas)

DO (450nm - 655nm)
\
\
\
\
\
\
\

—=—Branco —— Controle de opacidade —e— Controle negativo

FIGURA 8. Valores de densidade dtica (DO) fornecidos pelo branco e pelos controles
negativo e de opacidade durante avaliagcdo de linearidade da técnica de redugcdo do
XTT a 1 mg/mL baseada em Kairo et al. (1999) apéds 3, 24, e 48 horas de incubagao.
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FIGURA 9. Valores de densidade dtica (DO) fornecidos pelo branco e pelos controles
negativo e de opacidade durante avaliagdo de linearidade da técnica de redugdo do

XTT a 2 mg/mL baseada em Kairo et al. (1999) apés 3, 24, e 48 horas de incubagao.

0 10 20 30 40 50 60

Tempo de incubagao (horas)

—=— Branco —— Controle de opacidade —— Controle negativo

FIGURA 10. Valores de densidade 6tica (DO) fornecidos pelo branco e pelos controles
negativo e de opacidade durante avaliagcdo de linearidade da técnica de redugdo do

XTT a 3 mg/mL baseada em Kairo et al. (1999) apéds 3, 24, e 48 horas de incubagao.
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4.1.3. Estudo da linearidade da técnica de reducdo do XTT baseada em Kairo et al.
(1999):

Como demonstrado na TABELA 1, o ajuste da regresséao linear foi obtido em
todas as condi¢cdes experimentais avaliadas, porém com variagdes relacionadas as
faixas de concentracbes da vacina BRABCGO003 abrangidas de acordo com a
concentracdo do sal de tetrazol XTT e o periodo de incubagdo. Foram incluidas nos
ajustes somente as concentragdes que se mostraram homocedasticas, ou seja, que
tiveram varidncias homogéneas segundo o teste de Cochran (5%). Em todos os casos
se observou a adequacédo da reta aos parametros avaliados. Os coeficientes angulares
significativos indicaram a existéncia de sensibilidade no método, e a aplicagdo do teste
F (5%) demonstrou que os ajustes da regressdo n&o apresentaram desvios
significativos sendo demonstrada a linearidade do método na faixa avaliada.

A proporcionalidade entre as variaveis concentracdo e densidade otica foi
demonstrada através dos coeficientes de determinagao que se mantiveram entre 0,96 e
0,99, sempre superiores a 0,90 como requerido pelo INMETRO (INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003).

A TABELA 1 reune as densidades o6ticas fornecidas pelas concentragdes dos
extremos das retas de regressao obtidas para cada condi¢cdo experimental avaliada. A
aplicagao destes valores as equacgdes das retas possibilitaram o calculo das
concentragdes medidas e a sua expressao em UFC/mL por correspondéncia ao valor
médio de 8 x 10° UFC/mL da vacina BRABCG003 em ensaios de contagem em LJ.
Pode ser observada a proximidade entre os valores tedricos e aqueles fornecidos pela
técnica de reducéo do XTT baseada em Kairo et al. (1999).

Com o0 uso do XTT a 1 mg/mL o ajuste linear abrangeu concentracoes
importantes da faixa de trabalho avaliada. Os coeficientes de determinagéo de 0,99 nos
trés periodos de incubacdo indicaram adequacdo das condi¢cdes experimentais
(BRASIL, 2003) empregadas nos ensaios que de fato forneceram resultados bem

proximos aos teoricos.
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TABELA 1. Resumo do ajuste das retas de regressao nas diferentes condigdes
avaliadas em ensaios de reducao do XTT baseados em Kairo et al. (1999).

Concentracao Tempo c_ie Faixas abrangidas pelo ajuste i} _
oy R bemdace OO0 do i
Teodria Medida *
3 09950 0,125a2,0 0,046a0,588 1,0a16,0 1,02 15,99
1,0 24 09912 0250a20 029121468 20a160 1,65a15,83
48 0,9900 0,250a2,0 0,310a1,401 20a16,0 1,74a1590
3 0,9633 0,062a1,0 0,026a0,371 0,5a8,0 0,648,113
2,0 24 0,911 0,031a05 0,050a0,568 0,25a4,0 0,18 24,33
48 09601 0,031a10 0,064a21,049 0,25a8,0 0,17a7,86
3 09733 0,25a1,0 0,051a0,456 1,0a8,0 0,89a7,86
3,0 24 09768 0,031a05 0,069a1,077 025a4,0 0,20 a 3,94
48 09823 0,015a05 0,038a1,213 0,12a4,0 0,11a4,02

XTT - 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide. UFC - Unidade
Formadora de Coldnias. R? — Coeficiente de determinacgdo. * Valores calculados pela equagao da
reta fornecida pelo ajuste da regresséo e convertidos com base no valor médio de 8 x 10° UFC/mL
da vacina de referéncia de trabalho BRABCGO003.

As FIGURAS 11, 12 e 13 ilustram os ajustes obtidos nas avaliagbes de
linearidade da técnica de redugédo do XTT a 1mg/mL baseada em Kairo et al. (1999)
nos trés periodos de incubacéo estudados e as equagdes empregadas para o calculo

das concentragées medidas (TABELA 1).

o
~
o
S

0.800 |y = 0,2866x + 0,0134
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FIGURA 11. Ajuste da reta de regresséo entre as densidades oOticas resultantes da
reducdo do XTT a 1 mg/mL com base em Kairo et al. (1999) apdés 3 horas de
incubacdo. DO — Densidade otica. y = densidade otica da formazana presente na
vacina em analise. x = concentragao (mg/mL) conhecida ou teérica da vacina.

35



1,800

1,600 -
1,400 -
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -

0,400 -

DO formazana (450nm - 655nm)

0,200 -

0,000

y = 0,664x + 0,1541
R%=0,9912

0,000

0,500 1,000 1,500

Concentragao de vacina (mg/mL)

2,000

2,500

FIGURA 12. Ajuste da reta de regressao entre as densidades éticas resultantes da
reducdo do XTT a 1 mg/mL com base em Kairo et al. (1999) apds 24 horas de
incubacdo. DO — Densidade otica. y = densidade otica da formazana presente na

vacina em analise. x = concentragao (mg/mL) conhecida ou teérica da vacina.
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FIGURA 13. Ajuste da reta de regressao entre as densidades éticas resultantes da
reducdo do XTT a 1 mg/mL com base em Kairo et al. (1999) ap6s 48 horas de
incubacdo. DO — Densidade o6tica. y = densidade o6tica da formazana presente na

vacina em analise. x = concentragdo (mg/mL) conhecida ou tedrica da vacina.

36



Nas FIGURAS 14, 15 e 16 podem ser visualizadas as correspondéncias entre as
densidades oticas e as UFC/mL fornecidas por cada concentragdo medida da vacina
BRABCGO003 e calculadas pelas equagdes da regressdo obtidas nos ajustes dos

ensaios de redugdo do XTT a 1 mg/mL baseados em Kairo et al. (1999).
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FIGURA 14. Correspondéncia entre as densidades oticas resultantes da redugédo do
XTT a 1 mg/mL com base em Kairo et al. (1999) ap6s 3 horas de incubagao e as
concentragbes medidas da vacina BRABCGO003. DO - Densidade otica. UFC -
unidades formadoras de colbnias.
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FIGURA 15. Correspondéncia entre as densidades oticas resultantes da reducao do
XTT a 1 mg/mL com base em Kairo et al. (1999) apds 24 horas de incubacgéo e as
concentragcbes medidas da vacina BRABCG003. DO - Densidade dtica. UFC -
unidades formadoras de colbnias.
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FIGURA 16. Correspondéncia entre as densidades oticas resultantes da redugao do
XTT a 1 mg/mL com base em Kairo et al. (1999) apos 48 horas de incubacéo e as
concentracbes medidas da vacina BRABCGO003. DO - Densidade o6tica. UFC —

unidades formadoras de coldnias.
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A FIGURA 17 ilustra a reagdo de redugdo do XTT a 1 mg/mL em microplaca
durante ensaio realizado para o preparo da curva de calibragdo da técnica baseada em
Kairo et al. (1999). Podem ser observadas as diferentes intensidades de coloracao da
formazana obtida como produto da reducéo do sal de tetrazol nas diluicdes seriadas da
vacina BRABCGO003 nos trés tempos de incubacdo estudados. E possivel verificar
também as intensidades de coloragao fornecidas pelo controle negativo, pelo controle
de opacidade e pelo caldo Middlebrook 7H9 usado para o preparo do branco.

Concentragées BRABCG003 + SR (mg/mL)
A

w)
=i
(=3
o

controle
negativo
controle de
opacidade
branco

Triplicata

FIGURA 17. Visualizagao da reagdo em microplaca da redugéo do XTT a 1 mg/mL
baseada em Kairo et al. (1999). BRABCGO003 — Vacina de referéncia de trabalho. SR —
Solugéao de reacgao.
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4.2. Avaliacao do método de reducdao do sal de tetrazol XTT baseado em
Arguelles et al.(2005):

Os dados dos ensaios de redugao do XTT a 3 mg/mL pela técnica baseada em
Arglelles et al.(2005) estdo apresentados na FIGURA 18. Neste caso, o plateau foi
atingido para as duas maiores concentragées da vacina BCGBCGO003 apds 24 e 48

horas de incubacéo, sendo inviabilizada a utilizagdo destes dois pontos nas avaliagdes.
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FIGURA 18. Valores de densidade dtica (DO) fornecidos pela redugdo do XTT a 3
mg/mL pela técnica baseada em Arguelles et al.(2005) para concentragbes da vacina
BRABCGO003 (2 mg/mL), apos 3 (T3), 24 (T24) e 48 (T48) horas.

As opacidades obtidas para cada concentracdo da vacina BRABCGO003 foram
subtraidas das densidades oticas utilizadas para a construcdo das curvas e
mantiveram-se bem proximas nos trés tempos de incubacdo, variando em cerca de

0,05 entre os pontos extremos avaliados conforme ilustrado na FIGURA 19.
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FIGURA 19. Controles de opacidade das diferentes concentracbes da vacina
BRABCGO003 durante os periodos de incubagao de 3, 24 e 48 horas em ensaios de
reducao do XTT a 3 mg/mL baseados em Arguelles et al.(2005).
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A FIGURA 20 ilustra o controle das densidades dticas fornecidas pelo meio
liguido Sauton acrescido de solugdo de reagcdo e cujos valores foram igualmente
descontados das densidades oOticas fornecidas pelas concentragcbes da vacina

BRABCGO003 utilizadas na construgao das curvas analiticas.
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FIGURA 20. Densidades dticas (DO) obtidas para o controle do meio liquido Sauton
acrescido de solugao de reacao nos ensaios de redugao do XTT a 3mg/mL baseados
em Arguelles et al.(2005) realizados para constru¢ao das curvas analiticas.

As condi¢des de ensaio baseadas em Arguelles et al. (2005) permitiram o ajuste
da reta de regresséo entre as concentragdes consideradas homocedasticas (5%) para
os trés tempos de incubagdo como demonstra a TABELA 2.

As densidades oticas fornecidas pela formazana apds 3, 24 e 48 de incubacéao
permitiram ajustes da regressao, com coeficientes de determinacao superiores a 0,90
que indicaram a existéncia de adequada correlagcdo entre as variaveis concentragao e
densidade dtica (INMETRO, 2003). A linearidade do método foi também demonstrada
conforme indicado pelo teste F (5%) que nado evidenciou desvio significativo de
linearidade na faixa estudada. Os coeficientes angulares significativos mostraram a
existéncia de sensibilidade do método nas condigdes experimentais avaliadas.

A TABELA 2 reune as densidades oticas fornecidas pelas concentragbes dos
extremos das retas de regressao obtidas para cada tempo de incubagéo estudado. A
aplicagdo destes valores as equacgdes das retas possibilitaram o calculo das
concentracdes medidas e a sua expressdo em UFC/mL por correspondéncia ao valor
médio de 8 x 10° UFC/mL da vacina BRABCG003 em ensaios de contagem em LJ.
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Pode ser observada a proximidade entre os valores tedricos e aqueles medidos pela

técnica de reducao do XTT baseada em Arguelles et al. (2005).

TABELA 2. Resumo do ajuste das retas de regressao nas diferentes condigdes
avaliadas em ensaios de reducédo do XTT baseados em Arguelles et al. (2005).

Faixas abrangidas pelo ajuste

Tempo de = P
incubacgo J% Densidade Concentra%ao de viaveis
(horas) mg/mL stica (x10° UFC/mL)
Tedrica Medida *
3 0,9424 0,375a1,5 0,083a0,557 3,0a12,0 2,85a 11,80
24 0,9809 0,187a1,0 0,160a1,590 1,5a38,0 1,62 a 8,24
48 0,9505 0,187a1,0 0,097a1,215 1,5a8,0 1,74 a 8,42

XTT - 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide. UFC - Unidade
Formadora de Colénias. R? — Coeficiente de determinacgdo. * Valores calculados pela equagéo da
reta fornecida pelo ajuste da regressao e convertidos com base no valor médio de 8 x 10° UFC/mL
da vacina de referéncia de trabalho BRABCGO003.

As FIGURAS 21, 22 e 23 ilustram os ajustes obtidos nas avaliagbes de
linearidade da técnica de redugdo do XTT a 3mg/mL baseada em Arguelles et al.
(2005) nos trés periodos de incubagao estudados e as equagdes empregadas para o

célculo das concentragées medidas (TABELA 2).
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FIGURA 21. Ajuste da reta de regressao entre as densidades 6ticas resultantes da
reducdo do XTT a 3 mg/mL com base em Arguelles et al. (2005) apés 3 horas de
incubacdo. DO — Densidade otica. y = densidade otica da formazana presente na
vacina em analise. x = concentragao (mg/mL) conhecida ou teérica da vacina.
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FIGURA 22. Ajuste da reta de regressao entre as densidades oéticas resultantes da
reducdo do XTT a 3 mg/mL com base em Argulelles et al. (2005) apds 24 horas de
incubacdo. DO — Densidade o6tica. y = densidade otica da formazana presente na
vacina em analise. x = concentragao (mg/mL) conhecida ou tedrica da vacina.
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FIGURA 23. Ajuste da reta de regressao entre as densidades oéticas resultantes da
reducdo do XTT a 3 mg/mL com base em Argulelles et al. (2005) apos 48 horas de
incubacdo. DO — Densidade o6tica. y = densidade otica da formazana presente na
vacina em analise. x = concentragao (mg/mL) conhecida ou tedrica da vacina.
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As FIGURAS 24, 25 e 26 ilustram a correspondéncia entre as densidades oticas

e as UFC/mL fornecidas por cada concentracdo medida da vacina BRABCGO003 e

calculadas pelas equagdes da regressao obtidas nos ajustes dos ensaios de redugao
do XTT a 3 mg/mL baseados em Arguelles et al. (2005).
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FIGURA 24. Correspondéncia entre as densidades oticas resultantes da reducéao do
XTT a 3 mg/mL com base em Arguelles et al. (2005) ap6s 3 horas de incubagao e as
concentragcbes medidas da vacina BRABCGO003. DO - Densidade dtica. UFC -

unidades formadoras de coldnias.
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FIGURA 25. Correspondéncia entre as densidades oticas resultantes da redugédo do
XTT a 3 mg/mL com base em Arguelles et al. (2005) apds 24 horas de incubagao e as
concentragcbes medidas da vacina BRABCG003. DO - Densidade dtica. UFC -

unidades formadoras de coldnias.
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FIGURA 26. Correspondéncia entre as densidades oticas resultantes da redugao do
XTT a 3 mg/mL com base em Arguelles et al. (2005) apds 48 horas de incubagao e as
concentragbes medidas da vacina BRABCGO003. DO - Densidade otica. UFC -

unidades formadoras de coldnias.
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A FIGURA 27 ilustra a reagdo de reducdo do XTT a 3 mg/mL em microplaca
durante ensaio realizado para o preparo da curva de calibragao da técnica baseada em
Arguelles et al. (2005). Podem ser observadas as diferentes intensidades de coloragao
da formazana obtida como produto da reducio do sal de tetrazol nas diluicdes seriadas
da vacina BRABCGO003 nos trés tempos de incubagdo estudados. E possivel verificar
também as intensidades de coloragao fornecidas pelos controles de opacidade e pelo
Sauton utilizado para o preparo do branco.
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FIGURA 27. Visualizagdo da reagdo em microplaca da redugdo do XTT a 3 mg/mL
baseada em Arguelles et al. (2005). BRABCGO003 — Vacina de referéncia de trabalho.
SR - Solucédo de reacgao.
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4.3. Analise de vacinas BCG-ID usadas na rotina de imunizag¢ao do PNI:

A TABELA 3 reune os dados obtidos no estudo da correlacdo dos resultados
fornecidos pela redugdo do XTT a 1 mg/mL baseada em Kairo et al. (1999) com
aqueles obtidos em ensaios realizados por contagem em LJ para os lotes de vacina

usados na rotina de imunizagdo do PNI.

Os coeficientes de correlagédo de Pearson (r) de 0,98 e 0,96 apresentados na
TABELA 3 demonstram a existéncia de forte correlagdo (MOORE, 2005) entre os
resultados de viabilidade fornecidos pelos dois métodos para os lotes de vacina nos

trés periodos de incubagao.

Cabe ressaltar que o calculo do numero de viaveis para a amostra A foi
inviabilizado uma vez que as densidades 6ticas obtidas para a vacina a 1 mg/mL foram

inferiores aquelas quantificaveis pela reta de regressao para os tempos 24 e 48 horas.

TABELA 3. Correlagdo dos resultados obtidos por redugdo do XTT (1 mg/mL) com
base em Kairo et al. (1999) e por contagem em LJ para lotes de vacina BCG-ID
avaliados simultaneamente pelos dois métodos.

Método Redugao do XTT (x 10° UFC/mL) * (x10° URGlmL) *
Tempo de 3 horas 24 horas 48 horas o
Incubagio Meédia _DP __ Média _DP _ Média _ Dp _ Vedia DP

A 207 0,21 w - = - 2,56 0,02
B 457 018 433 014 469 0,16 4,70 0,44
C 314 009 164 013 135 011 069 -
Lotes
D 558 0,10 486 0,21 507 0,18 3,05 -
E 237 022 139 017 1,04 014 161 012
F 527 020 7,87 024 812 022 550 0,85
18,15 0,52 16,74 0,15 16,68 026 14,30 -
BRABCG003
2266 042 1627 0,19 1651 0,11 1650 -
(2mg/mL)

22,39 0,71 15,38 0,24 15,45 0,20 18,60 -

Coeficiente de 0.98
Pearson (r) ’ 096 2%

XTT - 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide. BRABCGO003 — Vacina
de referéncia de trabalho. LJ — Lowenstein-Jensen. UFC — Unidade formadora de colénia. DP —
Desvio padrao.

* Média e desvio padrao de triplicatas, exceto para avaliagdo dos lotes C e D por contagem em LJ.

** Quantificag&o inviabilizada. Abaixo do limite minimo da faixa abrangida pelo ajuste linear.
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A TABELA 4 reune os dados da correlagéo entre a redugado do XTT a 3 mg/mL
em ensaios realizados com base em Arguelles et al. (2005) e a contagem em LJ. Foi
constatada a existéncia de correlagdo moderada (MOORE, 2005) entre os resultados
de viabilidade obtidos pelos dois métodos somente para o periodo de incubacao de 3
horas. As leituras realizadas em 24 e 48 horas, ndo denotaram correlagdo com a
viabilidade fornecida pelo método de contagem em LJ, de acordo com os valores dos
coeficientes de Pearson apresentados e que se aproximaram de zero (MOORE, 2005).
Deve-se, no entanto considerar que os métodos foram realizados em dias diferentes e

que foram utilizadas ampolas diferentes de cada lote para a execucado de cada método.

TABELA 4. Correlagdo dos resultados obtidos por redugdo do XTT (3 mg/mL) com
base em Arguelles et al. (2005) e por contagem em LJ para lotes de vacina BCG-ID.

Método * Redug&o do XTT ** (x 10°® UFC/mL) L

(x 10° UFC/mL)
Tempo de 3 horas 24 horas 48 horas
Incubacgéo Média DP Média DP Média DP

Meédia DP

A 334 0,13 1,76 0,04 2,77 0,10 2,56 0,02
B 427 0,24 2,13 0,04 3,20 0,05 4,70 0,44
C 4,02 0,16 3,84 0,10 5,43 0,06 0,69 -
Lotes
D 5,21 0,10 4,73 0,07 6,65 0,14 3,05 -
E 4,46 0,25 4,21 0,19 5,97 0,24 1,61 0,12
F 7.1 0,14 5,76 0,06 7,86 0,07 5,50 0,85
- - 7,75 0,11 11,19 0,13 - -
BRABCGO003
6,51 0,20 7,87 0,12 11,82 0,16 - -
(1mg/mL)
6,15 0,15 7,95 0,12 11,43 0,20 - -
Coeficiente de 0,65 0.17 0.15

Pearson (r)
XTT - 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide. BRABCGO003 — Vacina
de referéncia de trabalho. LJ — Lowenstein-Jensen. UFC — Unidade formadora de colénia. DP —
Desvio padrao.
* As técnicas foram realizadas em momentos diferentes, partindo-se de pools preparados com
ampolas diferentes do mesmo lote de vacina.
** Média e desvio padrao de triplicatas, exceto para avaliagdo dos lotes C e D por contagem em LJ.

Os coeficientes de correlacdo apresentados na TABELA 5 mostram a existéncia
de correlacédo entre os resultados fornecidos pelas duas técnicas de redugao do XTT
para os lotes de vacina, apesar das amostragens analisadas terem diferido. Os graus
de correlagdo entre as técnicas variaram segundo os tempos de incubagao, sendo os

resultados obtidos em 3 horas mais fortemente correlacionados (MOORE, 2005).
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TABELA 5. Correlacao dos resultados obtidos por redugao do XTT com base em Kairo
et al.(1999) e em Arguelles et al. (2005) para amostras de vacina BCG-ID.

Tempo de 3 horas 24 horas 48 horas
Incubagdo  Kairo* Arguelles* Kairo* Arglelles* Kairo* Argielles*
A 2,08 3,34 ** 1,76 > 2,77
B 4,57 4,27 4,33 2,13 4,69 3,20
C 3,15 4,02 1,64 3,84 1,35 5,43
Lotes
D 5,59 5,21 4,86 4,73 5,07 6,65
E 2,37 4,46 1,39 4,21 1,04 5,97
F 527 7,11 7,87 5,76 8,12 7,86
Coeficiente
de Pearson 0,73 0,46 0,40
)

* As técnicas foram realizadas em momentos diferentes, partindo-se de pools preparados

com ampolas diferentes do mesmo lote de vacina.

** Quantificagéo inviabilizada. Abaixo do limite minimo da faixa abrangida pelo ajuste linear.
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5. DISCUSSAO

As etapas criticas incluidas no processo de producédo da vacina BCG, como a
pesagem e homogeneizagdo da massa bacilar e a liofilizagdo fazem da quantidade de
bacilos viaveis presentes no produto final um importante indicador da consisténcia de
producao deste imunobiologico (MILSTIEN; GIBSON, 1990; LUGOSI, 1992). Portanto,
as avaliagdes da viabilidade do bacilo durante o processo de produgao e também no
produto final permitem o monitoramento da qualidade da vacina, que deve oferecer
quantidades aceitaveis de unidades viaveis de BCG de acordo com os limites
estabelecidos na Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2002).

A busca por métodos mais precisos para a determinagéo da viabilidade do BCG
em amostras de vacina tem sido apontada pela OMS como uma necessidade de
fundamental importancia, considerando as limitagdes oferecidas pela técnica
convencional de contagem de colbénias em meio sélido. As dificuldades na
padronizagao das condi¢cdes de ensaio e as caracteristicas conferidas a vacina pelas
propriedades do microrganismo de dificil dispersdo e cultivo limitam a obtencdo de
resultados com repetitividade e reprodutibilidade adequadas quando se utiliza o método
oficial de contagem em meio de cultura sélido (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2006).

A literatura especializada, que em geral provem de laboratorios que aplicam a
técnica oficial e que reconhecem suas limitagdes, permite verificar buscas de
adequagao de métodos objetivando o aumento da precisdo e da rapidez na
determinagdo da viabilidade do BCG na vacina (STAVRI et al.,, 1974; GHEORGHIU;
LAGRANDERIE, 1979; KAIRO et al., 1999). Dentre os métodos estudados, a redugao
dos sais de tetrazol em formazana quantificavel por colorimetria, vem sendo avaliada
com resultados encorajadores, inicialmente relatados por Kairo e colaboradores (1999).

Com base nos resultados promissores obtidos por diferentes autores (KAIRO et
al., 1999; STEFANOVA; ZHELEV, 2004; JANASZEK-SEYDLITZ, 2004; ARGUELLES
et al., 2004; 2005), buscou-se no presente estudo avaliar a técnica aplicando-a ao
controle da vacina BCG produzida no Brasil com a cepa Moreau — RJ.

A demonstracdo da existéncia de proporcionalidade direta entre os resultados
fornecidos e as concentragdes do produto em analise € uma das premissas na

avaliacao de técnicas a serem aplicadas as dosagens bioldgicas, sendo possibilitada
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por meio do estudo da linearidade do método (Societé Francaise des Sciences et
Tecniques Pharmaceutiques, 2002).

Com este propésito varios autores vém demonstrando, desde o desenvolvimento
da técnica de reducgéo dos sais de tetrazol por Mosmann e colaboradores (1983), que
os valores de opacidade fornecidos pela formazana como produto da reagao variam
diretamente em fungdo das concentracées de células viaveis presentes no sistema
estudado e que se encontram metabolicamente aptas a reduzir o substrato (Ma;
NICHOLL,1996; McCLUSCKEY; QUINN; Mc GRATH, 2005).

Neste trabalho o estudo das curvas dose-resposta fornecidas pela técnica de
reducao do XTT para quantificagcado de BCG viavel presente na vacina de referéncia de
trabalho BRABCGO003 permitiu constatar a existéncia de proporcionalidade entre as
densidades dticas fornecidas pela formazana a cada concentragcédo analisada da vacina.
Assim, o estudo das curvas de calibracéo forneceu coeficientes de determinacéo (R?)
sempre superiores a 0,90 (TABELA 1) demonstrando a existéncia de proporcionalidade
direta entre as densidades o6ticas e as concentracdes da vacina BRABCGO003 em todas
as condicdes avaliadas (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO,
E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003). Os coeficientes variaram entre 0,96 e 0,99 em
funcdo das condigbes de ensaio que diferiram quanto a concentragdo da solugao do
XTT utilizada na reacao e os periodos de incubagao das microplacas a 37 +/- 1 °C.
Estes resultados confirmam relatos anteriores de existéncia de proporcionalidade entre
as variaveis absorbancia da formazana e concentragdo de BCG viavel, com coeficientes
de determinagdo de 0,98 (MSHANA et al., 1998) e 0,99 (ARGUELLES et al., 2005). Ja
Stefanova & Zhelev (2003) consideraram o coeficiente de determinagdo de 0,84
adequado a caracterizagdo da proporcionalidade entre as densidades otica e as
concentracdes de viaveis em amostras de vacina BCG. Apesar desses coeficientes
indicarem sempre a existéncia de correlagdo entre as variaveis, a sua intensidade
mostra-se variavel, provavelmente em fungdo das condigdes experimentais
empregadas em cada caso e das cepas utilizadas no preparo das diferentes vacinas
analisadas.

Os experimentos realizados com diferentes concentragcdes do XTT permitiram
verificar que quando o sal foi empregado a 3 mg/mL o plateau foi atingido nas duas
ultimas concentragdes da vacina BRABCGO003, ndo permitindo que o estudo de

linearidade fosse estendido a toda a faixa de trabalho prevista (0,12 a 16 x 10° UFC/mL)
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apos 24 e 48 de incubacao (FIGURA 7). Por outro lado quando as solugdes de reacgao
foram preparadas com o XTT a 1 e a 2 mg/mL o estudo dos ajustes pdde ser expandido
facilitando a avaliagdo de concentragdes alvo contidas na faixa de trabalho (FIGURAS 5
e 6). Assim diferentemente aos achados de Kairo et al. (1999) que obtiveram curva de
calibragao 6tima com o uso do XTT a 3 mg/mL e incubagéo por 48 horas, constatamos
em nossas avaliagbes que os ajustes ideais mantiveram-se sempre nos ensaios
realizados com o XTT a 1 mg/mL. Com esta concentragdo do substrato, as curvas
foram avaliadas em toda a sua extensdo e os ajustes da regressao abrangeram faixas
de 1,0 a 16,0 x 10° UFC/mL apods 3 horas de incubagdo e 2,0 a 16 x 10 UFC/mL para
24 e 48 de reacao (FIGURAS 11, 12 e 13). Deve-se, no entanto notar que o uso do
XTT concentrado a 3 mg/mL permitiu a analise de menores concentragbes da vacina
apos 24 e 48 horas de incubagdo (TABELA 1). Esta observagdo pode indicar a
adequacgao destas condicbes a analise de vacinas com menores teores de viaveis,
como aquelas avaliadas nos ensaios de termoestabilidade. De forma semelhante, as
faixas de trabalho em que outros autores obtiveram linearidade também variaram.
Enquanto Kairo e colaboradores (1999) obtiveram ajuste aparentemente entre 0,4 e
16,0 x 10° UFC/mL apos 48 horas de incubagdo, Janaszek-Seydlitz (2004) obteve
linearidade entre 0,4 x 10° e 16 x 10° UFC/mL e Mshana e colaboradores (1998) entre
as concentragdes de BCG de 2,0 x 10" e 1,0 x 10° bactérias/poco, porém este ultimo,
em curvas resultantes de ensaios de redugédo do MTT.

Dentre as variagcdes de condi¢cbes experimentais encontradas na literatura para
as dosagens de BCG e de M. tuberculosis pelo método de reducdo de tetrazois,
podemos citar, além da utilizacdo de diferentes sais, o uso de diferentes veiculos na
reconstituicdo, na diluicdo das células e no preparo das solugdes de sais, e ainda
diferentes tempos de incubagdo. Assim, enquanto Kairo e colaboradores (1999)
empregaram caldo Middlebrook 7H9 na reconstituicao, diluicdo das vacinas e também
no preparo das solugbes do sal, outros estudos incluem o uso de solugdo tampao
fosfato para o preparo do XTT (BEDWELL, KAIRO, CORBEL, 2001; DE LOGU et al.,
2001; 2003) e meio liquido Sauton para a reconstituicdo e diluigdo de vacinas
(ARGUELLES et al., 2004; 2005).

Tendo em vista a possivel interferéncia de substancias quimicas que podem
mascarar os resultados obtidos pela técnica de redugao do sal de tetrazol, a natureza

dos controles e as densidades oticas fornecidas pelos mesmos devem ser
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cuidadosamente estudadas, adaptadas e padronizadas como itens essenciais em
protocolos de ensaios especificos (SCUDIERO, 1988; BEDWELL, KAIRO, CORBEL,
2001; ALBAKRI; AFIFI, 2007). No entanto as publicagbes mostram variagbes entre os
controles utilizados, além de raramente apresentarem objetivamente a contribuicdo
quantitativa destes nas densidades o6ticas fornecidas pela técnica ou mesmo o sistema
adotado para o desconto das opacidades fornecidas pelos brancos.

Assim, como em outras publicagdes, os trabalhos divulgados por Arguelles et al.
(2005) n&o incluem detalhamento quanto a natureza do branco e dos controles
incluidos nos ensaios. Contudo, o treinamento que tivemos oportunidade de realizar
junto a equipe da Dra. Arguelles no més de dezembro de 2007, possibilitou o
conhecimento mais aprofundado da técnica de redugao do XTT utilizada no Instituto Dr.
Carlos Malbran (Buenos Aires — Argentina) como controle alternativo de viabilidade do
BCG em amostras de vacina BCG-ID e do BCG para uso intravesical. Desta forma, foi
possibilitada a reprodugao dos controles realizados durante os ensaios com a técnica
baseada em Arguelles et al. (2005).

No sistema estudado neste trabalho, considerou-se necessario o monitoramento
das variaveis capazes de produzir a quantificacdo de inespecificidade oriunda do
préprio produto ou do sistema utilizado para a reagao e que consiste em BCG viavel
somado a matriz da vacina e ao diluente utilizado no preparo das diluigdes de vacina.
Cabe mencionar que as vacinas estudadas no presente trabalho foram reconstituidas
com solucéo de cloreto de sédio a 0,9% conforme orientagdo do fabricante. Este fato
exigiu a avaliagdo quanto ao desconto do branco da maior concentragao da vacina (2
mg/mL), visto que a mesma né&o incluiu 0 meio de cultura empregado no preparo do
branco.

O fato dos sais de tetrazol serem reduzidos por qualquer célula viva, faz da
reducao do XTT uma técnica de quantificacdo nao seletiva, exigindo a garantia quanto
a presencga exclusiva do microrganismo alvo no produto a ser analisado. Desta forma,
as vacinas incluidas no presente estudo foram previamente avaliadas quanto a
esterilidade que garantiu a auséncia de elementos contaminantes de origem bacteriana
e fungica e também a prova de identidade para a certificagdo quanto a presenca
exclusiva de bacilos alcool-acido resistentes (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE
DE QUALIDADE NACIONAL EM SAUDE, 2007; 2004).
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Os controles, negativo e de opacidade, e o branco incluidos nos ensaios
baseados em Kairo et al. (1999) para a construgcdo das curvas de calibragao
propiciaram o conhecimento de possiveis interferéncias. Como demonstrado nas
FIGURAS 8, 9 e 10, ao se empregar como branco a mistura de caldo Middlebrook 7H9
e solugao de reacéo foi possibilitado o desconto do background produzido pelo meio de
cultura utilizado no preparo da solugdo do XTT e nas dilui¢des da vacina. Ja o controle
de opacidade que consistiu na suspensao da vacina BRABCGO003 acrescida somente
de caldo Middlebrook 7H9 permitiu a verificacdo da existéncia de absorbancia
independentemente da adigao do reagente XTT. Por fim, a analise da vacina inativada,
por meio do controle negativo, objetivou verificar a redugéo do sal por componentes da
matriz da vacina e que identificamos por inespecificidade.

As opacidades fornecidas pelo branco evidenciaram que a utilizagdo do caldo
Middlebrook 7H9 para o preparo das solugdes de XTT e para a diluicdo das vacinas
resultou em elevados niveis de background, sobretudo com o XTT a 3 mg/mL. Este fato
pode ter favorecido a obtencdo de densidades dticas superiores a 3,0 para a vacina
BRABCGO003 nas concentragbes de 2 e 1 mg/mL apds incubagéo por 24 e 48 horas,
conforme visualizado na FIGURA 7. Mesmo assim, o ajuste linear indicou a adequacgao
do desconto da densidade o6tica do branco a cada diluicdo analisada da vacina
BRABCGO003. Apesar de Kairo et al. (1999) terem utilizado estas mesmas condicoes
nao relataram a interferéncia do background em seus resultados, além de néo
fornecerem detalhes quanto ao tratamento dado aos controles.

Nos ensaios realizados com base em Kairo et al. (1999) a modificacdo de
coloragcédo da solugéo de XTT, do amarelo citrino ao alaranjado, foi observada ainda
durante o aquecimento da solugcao do sal para dissolugao e, portanto antes da adigao
do carreador de elétrons e de sua mistura as diluigdes da vacina, sugerindo a agéo de
interferentes presentes no caldo Middlebrook 7H9 empregado ja no preparo da
solucgao.

As faixas de linearidade obtidas com o XTT a 1 mg/mL incluiram a maior
concentragdo da vacina BRABCGO003 (2 mg/mL). Cabe mencionar que esta
concentragcao da vacina incluiu somente o caldo Middlebrook 7H9 presente na solugao
de reacdo. Mesmo assim, a subtracdo do branco de sua densidade 6tica nao alterou o
ajuste da regressdo. Contrariamente, ao se tentar o ajuste sem o desconto do branco
para esta concentragdo da vacina, nao foi obtido o ajuste, o que exigiria a eliminagao
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deste ponto da faixa de trabalho. Esta observagdo sugere ser grande parte do
background atribuido ao caldo Middlebrook 7H9 usado ja no preparo da solugdo do
XTT, independentemente da concentragao deste ultimo. A reducédo das concentracdes
do XTT empregado nas reagdes baseadas em Kairo et al. (1999) possibilitou a
diminuicao deste efeito, porém nao completamente (FIGURAS 9 e 10).

Ja na técnica baseada em Arguelles et al. (2005), como o XTT foi dissolvido
em solugdo tampao fosfato, a solugdo de reagdo nao apresentou background
perceptivel. Entretanto, o branco preparado com meio liquido Sauton produziu niveis
elevados de background (FIGURA 20), superiores aqueles obtidos quando empregou-
se 0 XTT a 3 mg/mL em reagdes realizadas com base em Kairo et al. (1999) (FIGURA
10) e também maiores do que aqueles observados durante os ensaios realizados junto
a equipe da Dra. Arglelles, quando foi usado o meio Sauton produzido no Instituto Dr.
C. G. Malbran. O sistema de desconto do branco adotado por Arguelles et al. (2005)
foi igualmente favoravel aos ajustes lineares obtidos no presente estudo. Ressalta-se o
fato de n&o terem sido feitos os descontos do branco na maior concentragao da vacina
BRABCGO003, uma vez que esta mistura nao foi acrescida de meio liquido Sauton, mas
somente de solugao de cloreto de sddio a 0,9% e de solugdo de reagao igualmente
isenta de Sauton.

Os coeficientes de determinagao obtidos nos ensaios realizados com base em
Arglelles et al. (2005) também indicaram a existéncia de proporgédo entre as
densidades Oticas e as concentragbes da vacina BRABCGO003 (TABELA 2). A
linearidade do método foi igualmente demonstrada apds 3, 24 e 48 horas com ajustes
lineares de abrangéncia variada (FIGURAS 21, 22 e 23), porém nao incluiram a maior
concentragédo da vacina BRABCGO003.

Componentes da solucdo de enriquecimento adicionada ao caldo Middlebrook
7H9, como a albumina e a catalase e outros presentes no meio liquido Sauton, como o
acido citrico e a asparagina, podem ter promovido reducdo abidtica do XTT
contribuindo para a elevagao do background. Como o sucesso de um sistema tetrazol-
formazana requer que o substrato apresente muito pouca coloragdo em relacdo ao
produto de sua reducao, que deve prover coloracido intensa sob comprimento de onda
apropriado, deve-se buscar alternativas para que seja reduzido o background (PAULL
et al., 1988). Portanto, a utilizagdo de solugdo tampao fosfato para o preparo da

solugédo de XTT mostrou-se mais adequada quanto a redu¢do do background conferido
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a reacdo, como observado nos ensaios baseados em Arglelles et al. (2005).
Consideramos importante continuar a investigagcdo sobre outros veiculos possiveis
para a diluicdo das vacinas, de forma que a reacdo permaneca isenta de background
produzido por elementos oxidantes cuja presencga gera redugao inespecifica do sal de
tetrazol.

No presente estudo os controles negativos preparados com vacina inativada e
incluidos nos ensaios baseados em Kairo et al. (1999) forneceram densidades oticas
superiores aquelas produzidas pelos controles de opacidade preparados com a vacina
BRABCGO003 sem a adicdo da solugdo contendo o XTT (FIGURAS 8, 9, e 10). Este
dado sugere a possivel interferéncia de componentes da vacina nas medidas de
absorbancia, confirmando questdes relativas ao background produzido pelas matrizes
dos produtos analisados (SCUDIERO et al., 1988). Ja nos relatos de Kairo et al. (1999)
uma amostra de vacina inativada, também a 70 °C por 60 minutos, foi incluida como
uma vacina em analise que se mostrou isenta de viaveis quando avaliada por reducéo
do XTT. No entanto, estes autores, assim como Arguelles et al. (2005), n&o
descreveram a inclusao de controles negativos em seus estudos de linearidade do
método. Assim, diferentemente de nossos estudos, os autores ndo mencionam a
possivel interferéncia de componentes da matriz da vacina analisada nos resultados
obtidos durante a padronizacao da técnica.

Em nossos experimentos, os controles negativos mostraram-se fundamentais,
sobretudo para a analise de vacinas com menores teores de viaveis que podem ser
quantificados de forma equivocada por encontrarem-se proximos ou abaixo de um
suposto limite ou baseline correspondente as densidades oticas originadas por
interferentes presentes nas matrizes das vacinas avaliadas.

Cabe ressaltar que volumes da vacina inativada usada como controle negativo
foram inoculados em 10 tubos com LJ ndo ocorrendo crescimento de colénias no
periodo de quatro semanas. Contudo, deve-se considerar hipoteticamente a
possibilidade de inativagao incompleta dos bacilos presentes na suspensao e que por
encontrarem-se em baixas concentragbes nao foram detectados por cultivo, porém
continuaram capazes de reduzir o XTT produzindo formazana. Observacao semelhante
foi relatada por Mshana e colaboradores (1998) que ao estudarem a redugao do MTT
pelo BCG, empregaram suspensdes do bacilo que poderiam nao ter sido
completamente inativadas pelo calor (91°C por 15 minutos) em virtude da maior

56



resisténcia dos bacilos contidos nos grumos. Mediante esta possibilidade, a provavel
existéncia de um limite minimo, ou baseline, nao foi considerada para efeito de
interpretacdo dos resultados incluidos no presente estudo, pois para isto seria
necessario o estudo mais aprofundado quanto a eficacia do sistema de inativagao do
BCG nas concentragdes de vacina empregadas nos ensaios. Este é um fator relevante
que deve ser cuidadosamente estudado por ocasido do estabelecimento dos limites de
detecgao e de quantificagdo da técnica de redugao do XTT aplicado ao controle de
vacina BCG.

As densidades dticas fornecidas pelo controles de opacidade, preparados com
vacina isenta de solugdao de reagao, foram sempre inferiores aquelas obtidas com o
controle negativo e com o branco e mantiveram-se praticamente inalteradas durante as
48 horas de observacdo, ndo sendo sua influéncia significativa aos resultados. Apesar
de néo incluido nos estudos de Kairo et al. (1999), o uso do filtro de referéncia de
655 nm em nossos ensaios conferiu carater insignificante aos valores de opacidade
fornecidos pela matriz da vacina na auséncia do sal de tetrazol. De fato, segundo
AlBakri & Afifi (2007) filtros de referéncia superiores a 625nm reduzem o efeito
background produzido por células e outros artefatos presentes no sistema estudado.

Ja nos procedimentos baseados em Argulelles et al. (2005) cujas leituras foram
realizadas sem filtro de referéncia, foi necessario o preparo dos controles de opacidade
e os descontos das densidades Oticas de cada diluicdo da vacina empregada na
construgdo da curva. Como apresentado na FIGURA 19, os valores obtidos nos
controles de opacidade de cada diluicdo de vacina ndo sofreram alteracbes
significativas com o decorrer do tempo de incubagdo, o que pode indicar nao ter
ocorrido, no periodo de 48 horas, modificagédo significativa das concentragdes originais
de bacilos em cada uma das diluicdes avaliadas.

Todas essas observacbes relacionadas aos controles evidenciaram a
importancia do estudo e adequagado do método ao produto a ser analisado tendo em
vista a deteccdo de interferentes que podem alterar a sensibilidade do método.
Portanto, os protocolos de avaliagdes futuras desta técnica devem incluir um maior
detalhamento dos procedimentos de preparo e tratamento dado aos resultados
fornecidos por estes controles.

No entanto, as condi¢cbes experimentais adotadas no presente estudo para a

avaliacdo das técnicas baseadas em Kairo et al. (1999) e em Arguelles et al. (2005)
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aplicadas a analise da vacina preparada com o BCG Moreau-RJ permitiram demonstrar
a linearidade entre as densidades oticas produzidas pela formazana e as
concentracbes de BCG viaveis presentes na vacina de referéncia de trabalho,
confirmando os relatos anteriores destes pesquisadores quanto a existéncia de
proporcionalidade entre estas variaveis.

Para a técnica baseada em Kairo et al. (1999), a melhor adequacao das faixas
abrangidas pelo ajuste linear com o XTT a 1 mg/mL, com as concentragdes de 1,0 a
16,0 x 10 e 2,0 a 16,0 x 10° UFC/mL apds 3 e 24 ou 48 horas respectivamente, fez
com que estas condigdes experimentais fossem escolhidas para a analise dos lotes de
vacinas BCG-ID empregadas na rotina de imunizacdo do PNI. Cabe ressaltar que os
coeficientes de determinacao de 0,99, obtidos nestas condi¢cdes experimentais, estao
em acordo com o previsto na Resolugédo n° 899 / 2003 da ANVISA (BRASIL, 2003) que
dispde dos requisitos necessarios a validagao de métodos bioanaliticos.

Ja a técnica baseada em Arguelles et al. (2005) exigiria um melhor ajuste das
condigdes de ensaio a fim de adequa-las aos parametros previstos na legislagao, tendo
em vista que os coeficientes de determinagdo obtidos pelo ajuste linear, apesar de
indicarem proporcionalidade entre as variaveis, foram sempre inferiores ao valor
minimo de 0,99 previsto na Resolugao n° 899 / 2003 da ANVISA (BRASIL, 2003).

Desde que Mosmann (1983) desenvolveu o método de reducdo dos sais de
tetrazol para a quantificagdo da atividade metabdlica de diferentes tipos celulares,
varios autores vém estudando a concordancia entre os resultados fornecidos por este
método e pelos métodos convencionais. Assim, quando a técnica de reducao do XTT
foi aplicada ao estudo de proliferacdo de Leishmania mexicana, Willians et al. (2003)
obtiveram coeficiente de correlagdo (r) de 0,965 com a quantificagdo realizada por
microscopia. Ja Peck (1985) avaliou indiretamente a atividade bactericida de
macrofagos, com a quantificagdo de procariotas pelo uso do MTT, obtendo resultados
bastante préoximos aqueles fornecidos pela contagem de col6nias em meio de cultura.

De forma semelhante, avaliacbes de atividade metabdlica de outras bactérias
realizadas mais recentemente com o uso do XTT, tém igualmente permitido a
demonstracao de forte concordancia com os métodos convencionais de estimativa da
viabilidade (ROSLEV; KING, 1993; Mc CLUSKEY et al. 2005; MORIARTY et al. 2005).

Al-Bakri & Afifi (2007) ao determinarem a concentracdo minima inibitoria de

extratos de plantas, relataram a inexisténcia ou fraca correlagdo entre a redugao do

58



XTT e os métodos de cultivo estabelecidos quando empregaram Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus e que somente a dosagem de Escherichia coli foi fortemente
correlacionada ao método de contagem em meio de cultura. Estes dados demonstram a
necessidade de avaliagao preliminar cuidadosa da sensibilidade do microrganismo ao
sistema e de possiveis fatores que venham a afetar o desenvolvimento da formazana e
de sua associacgao a célula (THOM et al., 1993).

Entretanto, estudos semelhantes realizados com M. tuberculosis tém indicado
forte correspondéncia entre os resultados obtidos pela reducdo do XTT e por diluicdo
em agar (DE LOGU et al., 2001; 2003).

No presente trabalho a técnica de reducédo do XTT a 1 mg/mL baseada em Kairo
et al. (1999) forneceu resultados correlacionaveis aqueles obtidos para os lotes de
vacina BCG-ID preparadas com a cepa Moreau-RJ e avaliados paralelamente por
cultivo em LJ. Assim, os coeficientes de Pearson de 0,98 e 0,96 indicaram forte
correlacado (MOORE, 2005) entre os métodos independentemente do periodo de
incubacao da reacado de reducdo do XTT. Estes dados confirmam a forte correlagao
relatada por Kairo et al. (1999) com coeficiente de Pearson de 0,94, apesar destes
autores terem utilizado o XTT a 3 mg/mL para a execugao de seus ensaios com vacinas
preparadas com outras cepas do BCG. De forma similar, Janaszek-Seydlitz (2004)
obteve correlacado significativa (r>=0,82) entre os resultados fornecidos pelos dois
meétodos para vacinas preparadas com a cepa Moreau utilizada na Poldnia.

Ao examinar os resultados fornecidos por cada método para as vacinas BCG-ID
(TABELA 3) segundo o critério preconizado pela Farmacopéia Brasileira (BRASIL,
2002) quanto aos limites de viaveis para que a vacina seja considerada satisfatéria (2 x
10° a 10 x 10° UFC/mL), nota-se 100% de concordéancia na interpretagcéo final dos
resultados fornecidos pelos dois métodos somente para a reducdo do XTT apos 24 e 48
horas incubacao. Ja para os resultados obtidos com 3 horas de incubagao, os lotes C e
E seriam considerados satisfatérios pela redugdo do XTT e insatisfatérios pela
contagem em meio solido. Estes dados indicam a necessidade da permanéncia das
microplacas em incubacdo durante 48 horas para que se obtenham resultados
definitivos em futuras avaliagdes da técnica de redugao do XTT.

Ja os numeros de BCG viaveis obtidos neste trabalho pela técnica baseada em
Arguelles et al. (2005) apos 3 horas de incubagdo foram correlacionaveis aos

fornecidos pelas contagens em LJ, porém de forma moderada como indicado pelo
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coeficiente de Pearson 0,65 (MOORE, 2005). Este grau de correlagéo difere daquele
apresentado por Arguelles et al. (2005) que verificaram relacdo muito forte entre as
técnicas (r=0,977). A discrepéncia entre os resultados obtidos pelos dois métodos foi de
fato refletida na interpretacao final dos resultados com base nos valores de referéncia
de 2 x 10° a 10 x 10° UFC/mL preconizados na Farmacopéia Brasileira (BRASIL,
2002), em que nao se obteve, em nenhum dos periodos de incubagdo, 100% de
correspondéncia entre as interpretacdes. Esta divergéncia pode ser explicada pela
utilizacdo, em nossos ensaios, de ampolas diferentes de cada lote de vacina para a
analise por cada um dos métodos. Portanto, a realizacdo das técnicas em dias
diferentes pode assim ter prejudicado o estabelecimento de correlagdo entre os dois
métodos.

A correlagdo entre os numeros de viaveis obtidos para cada lote de vacina
analisado pelas técnicas de redugdo do XTT baseada em Kairo et al. (1999) e em
Arguelles et al. (2005) (TABELA 5), mostrou-se mais forte, sobretudo para as leituras
realizadas apo6s 3 horas de incubacédo com coeficiente de Pearson de 0,73 e em menor
grau para 24 (r = 0,46) e 48 horas (r = 0,40) (MOORE, 2005). As leituras realizadas em
3 horas forneceram resultados 100% satisfatérios com relagdo ao valor de referéncia
minimo previsto Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2002). Todavia, este quadro se
modifica no decorrer do tempo de incubacéo, indicando diferenca entre as cinéticas de
reducdo das duas técnicas avaliadas.

Segundo Hatzinger et al. (2003), além do numero de células viaveis outros
fatores podem alterar a dosagem de atividade metabdlica em microrganismos. Como ja
mencionado, a inibicdo da reagdo ou mesmo a redugdo abidtica do XTT por
substancias presentes no sistema, variagdes entre cepas ou mesmo diferentes modos
de crescimento podem afetar a produgao da formazana (KUHN et al., 2003; HONRAET;
GOETGHEBEUR; NELIS, 2005). Portanto, estes fatores devem colaborar para as
diferencas entre os valores obtidos por cada pesquisador em suas avaliagdes, sendo
necessarias medidas que uniformizem, sempre que possivel, os procedimentos de
ensaio e interpretacao dos resultados.

Buscando viabilizar os estudos de correlagdo e a sua comparagao aos dados ja
divulgados por outros autores, os procedimentos aplicados neste estudo para o calculo
e interpretacédo dos resultados foram realizados de forma similar aqueles utilizados nos

trabalhos referentes a aplicacado do método de reducdo do XTT para determinagao do
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BCG viavel em amostras de vacina. No entanto itens fundamentais devem ser
considerados em futuras avaliagbes que objetivem a validagao do método.

De acordo com o principio aplicado por entidades como a OMS e as
farmacopéias, a eleicdo de um método, sua padronizacdo e validacdo para uso no
controle da vacina BCG devem prever avaliacbes que o caracterizem como adequado
ao fim a que se propbe, considerando as caracteristicas dos produtos a serem
controlados. O estudo de -caracteristicas de desempenho do método como a
especificidade, intervalos de medicao, linearidade, precisdo, exatidao, limites de
deteccao e de quantificagdo devem estar previstos, bem delineados, e avaliados frente
a padroées adequadamente estabelecidos favorecendo o éxito dos estudos
interlaboratoriais necessarios a validagdo dos meétodos (BRASIL, 2003). Para
aprofundar o estudo da correspondéncia entre as concentracdes tedrica e medida e a
consequente expressdo dos resultados em UFC/mL deve-se garantir a similaridade
entre as curvas dose-resposta produzidas pela vacina de referéncia e pela vacina em
analise, 0 que caracteriza a existéncia de paralelismo e, portanto 0 mesmo padrdo de
reacao frente a exposicédo da vacina ao substrato (EUROPEAN PHARMACOPOEIA,
2002).

O uso de lotes de vacina referéncia de trabalho estabelecidos internamente é
comumente observado nos trabalhos publicados como consequéncia da inexisténcia de
padroes estabelecidos em estudos interlaboratoriais para vacinas preparadas com
diferentes cepas. Assim, como no presente estudo, foi necessaria a utilizagdo de uma
vacina de referéncia com as mesmas caracteristicas dos lotes de vacina analisados. E
necessario que as matrizes de ambas tenham a mesma composicédo, que a cepa do
BCG seja a mesma e que a reconstituicdo seja feita com o mesmo tipo de diluente.
Esta necessidade limita a disponibilidade de padrdoes estabelecidos em estudos
interlaboratoriais, visto que os mesmos devem ser representativos das varias
preparagcdes comerciais em uso e que sao produzidas com diferentes cepas do BCG.

De fato, o primeiro padrdo de referéncia internacional para vacina BCG
preparado com a cepa Japonesa 172 e estabelecido pela OMS em 1965 ainda
encontra-se oficialmente em uso apesar de sua reconhecida falta de representatividade
com relagdo as cepas usadas na produgdo das vacinas atuais (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2006). No entanto a avaliagdo de exatiddo da técnica de

reducdo do XTT deve ser baseada no uso destes padrdes de referéncia
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adequadamente estabelecidos e que permitam expressar resultados isentos de
tendéncias. Desta forma, deve ser incentivada a produgcdo e o estabelecimento
adequado de padrdes regionais ou internacionais preparados com as diferentes cepas
do BCG em uso.

Apesar do carater preliminar das avaliagdes realizadas em lotes de vacina BCG-
ID produzidos com a cepa Moreau — RJ e utilizados na rotina de imunizagao do pais, os
resultados indicaram a existéncia de correlacéo direta entre o método oficial de cultivo
em LJ e a reducao do XTT para a determinacéo da viabilidade do BCG em amostras de
vacina, confirmando as observagdes Kairo et al. (1999). Esta constatacdo sugere
fortemente a possibilidade da inclusdo deste método na rotina laboratorial, inicialmente
como uma técnica alternativa e de triagem, que mediante a avaliagdo de dados
acumulados podera substituir o método convencional cujas limitagcbes podem conferir
grande variabilidade aos resultados das analises.

A subestimativa de viaveis na vacina é citada na literatura como o resultado da
sensibilidade reduzida do meio de LJ, do volume inadequado de inoculo, do recipiente
e da superficie disponivel ao cultivo e do sistema de vedacao destes recipientes. Por
promoverem crescimento reduzido do bacilo ou a confluéncia de colbnias, estes fatores
seriam determinantes de resultados subestimados e/ou tendenciosos (LUGOSI, 1992;
TONUS, 2005).

Outros aspectos desvantajosos relacionados ao método convencional de
avaliacdo da viabilidade sdo o alto custo do meio de cultura empregado, a longa
duragdo do ensaio visto tratar-se de um microrganismo de crescimento lento, e os
problemas acarretados pelas diferengcas entre resultados obtidos pelos fabricantes e
pelas autoridades de controle (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2004c).

Portanto aspectos vantajosos oferecidos pelo método alternativo de redugéo do
XTT, cuja importancia pdde ser constatada no presente estudo, com a obtencédo de
resultados em 48 horas, correlagdo com o método oficial, maior precisdo nas leituras
espectrofometricas, relativo baixo custo e facilidade de execugao, séo fortes incentivos
a escolha da técnica de reducdo do XTT para a determinagao da viabilidade do BCG

em substituicdo ao método de contagens de coldnias em LJ.
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6. CONCLUSOES

e Foi demonstrada a linearidade da técnica baseada em Kairo et al. (1999) com a
reducdo do XTT a 1, 2 e 3 mg/mL nos periodos de incubacgéo de 3, 24 e 48 horas para

a avaliacao de vacina preparada com o BCG da cepa Moreau - RJ.

e Os ajustes lineares ideais da técnica baseada em Kairo et al. (1999) foram
obtidos com o XTT a 1 mg/mL, com coeficientes de correlacdo de 0,99 em
conformidade com a Resolugao n°® 899 / 2003 da ANVISA (BRASIL, 2003) que dispde
dos requisitos necessarios a validagdo de métodos bioanaliticos. As faixas de
concentragbes abrangidas pelos ajustes variaram de acordo com o periodo de
incubagao a 37 +/- 1 °C:

- 3 horas: 1,0 x 10° UFC/mL a 16,0 x 10° UFC/mL;
- 24 e 48 horas: 2,0 x 10 UFC/mL a 16,0 x 10® UFC/mL.

e Foi demonstrada a linearidade da técnica baseada em Arguelles et al. (2005)
com a reducdo do XTT a 3 mg/mL apds 3, 24 e 48 horas de incubagao para a avaliagao
de vacina preparada com o BCG da cepa Moreau - RJ, porém com coeficientes de
determinacao inferiores a 0,99 e portanto em desacordo como o previsto na legislagao
brasileira (BRASIL, 2003).

e Componentes dos meios de cultura empregados no preparo das solugdes do
XTT e na diluicdo das vacinas foram capazes de produzir elevado background. Existe a
necessidade do estudo da interferéncia destes componentes para a busca de

alternativas capazes de reduzir o efeito background.

e Os protocolos de avaliagdo da técnica de reducdo do XTT devem incluir maior
detalhamento dos procedimentos de preparo e tratamento dado aos resultados
fornecidos pelos controles e pelo branco, buscando a adequada neutralizagao do efeito
background produzido pelos meios de cultura utilizados ou por interferentes presentes

nas matrizes das vacinas em analise.
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e Os resultados fornecidos pela técnica de reducdo do XTT a 1 mg/mL baseada
em Kairo et al. (1999) para a avaliagdo de vacina preparada com o BCG da cepa
Moreau - RJ foram fortemente correlacionaveis aqueles obtidos por cultivo em meio de

LJ, com coeficientes de Pearson minimo de 0,96.

e Com base nos valores de referéncia de 2 x 10°a 10 x 10° UFC/mL preconizados
na Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2002) para a vacina BCG-ID foi constatado 100%
de concordancia na interpretacao final dos resultados fornecidos pela técnica baseada
em Kairo com reducdo do XTT a 1 mg/mL apds 24 e 48 horas de incubagao e por

contagem em LJ.

e Os resultados fornecidos pela técnica baseada em Argulelles et al. (2005) para a
avaliacao de vacina preparada com o BCG da cepa Moreau - RJ apds 3 horas de
incubacado foram correlacionaveis aos fornecidos pelas contagens em LJ, porém de

forma moderada como indicado pelo coeficiente de Pearson 0,65.

e Os numeros de viaveis fornecidos pelas técnicas de redugdo do XTT baseada
em Kairo et al. (1999) e em Arguelles et al. (2005) para a avaliagdo de vacina
preparada com o BCG da cepa Moreau - RJ mostraram-se correlacionaveis, sobretudo
para as leituras realizadas ap6s 3 horas de incubacdo com coeficiente de Pearson de

0,73 e em menor grau para 24 (r= 0,46) e 48 horas (r = 0,40).

e Aspectos vantajosos oferecidos pelo método de reducdo do XTT e constatados
neste estudo, como a forte correlagdo com o método oficial, a obtencao de resultados
em 48 horas, a praticidade das leituras espectrofometricas, relativo baixo custo e
facilidade de execucdo sio fortes incentivos a inclusdo deste método na rotina
laboratorial, inicialmente como uma técnica alternativa e de triagem a ser realizada em

paralelo ao método oficial de contagem em LJ.
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7. PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados promissores obtidos no presente estudo,
consideramos de fundamental importancia para o INCQS a continuidade da pesquisa
referente ao ensaio de reducdo do XTT aplicado ao controle da qualidade da vacina
BCG.

Ressaltamos alguns pontos a serem investigados:

e Reducdo do efeito background através da avaliagdo de outros diluentes

possiveis para a execugao do ensaio.

e Contribuicdo de componentes da matriz da vacina capazes de interferir

diretamente na quantificacao.

e Avaliagado dos limites de detecgdo e de quantificagdo, assim como de outros

parametros de validagao da técnica.

Destacamos ainda como perspectiva a participagao em ensaios interlaboratoriais
promovidos por organizagdes internacionais e a possivel inclusdo futura do ensaio de
reducdo do XTT na rotina laboratorial do Setor de Vacinas — BCG do Departamento de
Microbiologia do INCQS.
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ANEXO

1. CALDO MIDDLEBROOK 7H9 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2008)

e Meio base:

Y] =1 (o e (XK= 10 10 o L[ TR 0,5¢
(= Yol T (ol e | [V = 1 0 oo TSP 0,5¢
(0711 =1 (o]0 [STE=To Lo [[o TR 0,19
a1 Te [0) (] o = VTP 0,001 g
T ] (] = TP 0,0005 g
FOSTAtOo diSSOICO. .. uuuiiiiiee e e e e e e e e e eaaaaaes 25¢g
Fosfato MONOPOLASSICO.......cuviieiiiii e 1,09
Citrato de ferro @amoONIACAL...........coou e et 0,04 g
Sulfato d& MAGNESIO ....eeiiiiiee e 0,05¢
(0301 =] (X0 [N 7= | (o (o TP 0,0005 g
Y]] =1 (o e (<304 [ (oo TP TR 0,001 g
Y] =1 (o X e [ oT0] o] < TP 0,001 g
Agua purificada contendo 2,0 mL de glicerol ...........ccoovieeeeeeeeeee e 900 mL

e Solucdo de enriquecimento:

Albumina bovina, fraCa0 V........cooo oo 50¢g
1S 1 0 1= = R 20g
Catalase (A€ CAMME)........ccooe ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeneenes 0,003 g
AQUA PUFIFICATA. ...ttt 100 mL
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2. MEIO DE LOWENSTEIN-JENSEN (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2005)

e Meio base:

Fosfato de potassio MONODASICO...........cccoeiiiiiiiiicece e 259
Sulfato de magnésio heptahidratado................ceeiieiiiiiiiiiii e 0,24 g
Dicitrato de tri-magnésio 14-hidratado.............coooieiiiiiiiii e 0,69
I T 0 Y= = T 11 = TP 3,69
Farinha de Datata.........c.oooniiei e 30,09
Verde Malaquita ........oooooueiiii e 049
AQUA AESHIATA. ...t 600,0 mL

e Meio completo:

MEIO DASE ...ttt e e e e e e eeeeeaenes 600 mL
LG 1Te=T fo] IR C A YOS 12 mL
Suspenséao de ovos frescos de galinhas da raga Leghron...........cccooeeeeeeeeeeinn. 1000 mL

3. MEIO LIQUIDO SAUTON (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE
EM SAUDE, 2005)

Sulfato de magnésio heptahidratado..............ccuuuiiiiiiiii e 0,59
Acido citrico MONONIAIratadO. ... ..o 22g
FOSTato dipOtASSICO......u i e 0,5¢
(=] o F= | =T [ F= TSP PPUPPPPUPPP 4549
Citrato fErriCO d@ AMONIO.........iee e e e e e e e e raaeeaaees 0,05¢
(€] [Tol=T o] IR A TSR 60 mL
AQUA AESHIAUA. ..., 1000,0 mL
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4. SOLUCAO TAMPAO FOSFATO 0,005M pH 7,4

Cloreto de sodio

........................................................................................................ 8,09
(04 (o] 1= (ol o [ oo £= TS Lo T PSR 0,2g
Fosfato potassio monobasico anidro...............ooooriiiiiiiiiiii e, 0,29
Fosfato de sddio dibasico hidratado.............cueiiveiiiiiieeee e 1,139
AQUA PUIFICAAA. ...t 1000,0 mL
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