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RESUMO

Hime, Emily Hime Miranda. Padronizacao e Validacdo do teste de Neutralizacao por
Reducéo de Placas de Lise em placa de 96 pogos para avaliar a imunogenicidade do
componente caxumba da vacina MMR (sarampo, caxumba e rubéola). 2015.103f.
Dissertacdo. Mestrado Profissional em Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na
Indastria Farmacéutica — Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2015

A caxumba é uma doenca infecto-contagiosa imunoprevinivel por vacinacdo. A
imunogenicidade vacinal é avaliada através de testes sorolégicos que detectam
anticorpos neutralizantes, que sao considerados correlatos de protecdo. O Teste de
Neutralizacdo (PRNT) apresenta vantagens frente a outros testes por ser mais
especifico na deteccdo desses anticorpos neutralizantes. O presente estudo visou
padronizar e validar a técnica. Durante a padronizacao foram definidos o M.O.l de
0,001 e o melhor dia de pico de virus infeciosos (3 dias), para definir um protocolo de
producdo viral. A partir do virus produzido foram avaliados qualitativamente o fenotipo
da placa de lise e a diluicdo viral em diferentes condi¢ces analiticas. Os seguintes
parametros foram definidos: diluicdo viral de 1:1600 para obter 30 placas de lise/poco,
bicarbonato de sd6dio como tampdo no meio de cultura, meio semi-solido com
carboximetilcelulose (CMC) 1,5%, tempo de adsorcdo de 3 horas e tempo de
incubacédo final de 4 dias. Para avaliar o impacto do tempo de neutralizacdo na
poténcia viral e no de titulo de anticorpos neutralizantes, dois intervalos de tempo (1
e 2 horas) foram testados e a neutralizacao por 2 horas se demonstrou mais adequada
ao ensaio. Posteriormente, foi definido um ponto de corte de 23, utilizando um painel
sorologico contendo 126 soros pré e pos-vacinais de criancas imunizadas com a
vacina triplice viral. O ponto de corte foi determinado como a &rea sob a curva ROC
usando os resultados de ELISA previamente avaliados em comparados com 0s
resultados de PRNT. Dentre os resultados analisados, 35% foram concordantes na
positividade dos resultados em ambos os testes. Valores preditivos positivos de
95,373 e valores negativos 97,680 determinam a real presenca ou nao da doenca.
Critérios de aceitacéo para o teste foram estabelecidos como: faixas de variacao do
end point do virus (13 a 22) e faixas de variagdo dos controles (baixo, médio e alto).
Também foi estabelecido como as amostras indeterminadas devem ser tratadas.
Posteriormente, o PRNT foi submetido ao processo de validacdo, avaliando os
parametros de linearidade, especificidade, exatidao e precisao, conforme preconizado
pela RDC 27 da ANVISA. Nas analises de precisdo foram obtidos coeficientes de
variacdo a 15% para o limite inferior de quantificacdo do método (LIQ) e 20% para as
demais concentragcbes. O mesmo ocorreu nas analises de exatiddo. Quanto a
seletividade, nao foi detectada reacéo cruzada nas amostras quando desafiadas com
0 virus de sarampo.

Palavras chaves: Neutralizagdo, Caxumba, Padronizacao, Validagdo, Anticorpos.
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ABSTRACT

Standardization and validation of the Plaque Reduction Neutralization test in 96 well
plate to evaluate the immunogenicity of the mumps component of the MMR vaccine
(measles, mumps and rubella).

Mumps is an infectious disease preventable by an available vaccine. Vaccine
immunogenicity is evaluated by serological tests for detection of neutralizing
antibodies, which are considered the correlate of protection. Plague Reduction
Neutralization Test (PRNT) shows advantages for neutralizing antibodies’ dosage
because of its better specificity when compared to other tests. The present study aims
to standardize and validate this technique. During the standardization process, it was
defined the multiplicity of infection of 0,001 and the viral peak production on the third
day, for defining a viral production protocol. From the virus lot produced, it were
qualitatively evaluated the plaque phenotypes and viral dilutions under different
analytical conditions. The following parameters were defined: viral dilution of 1:1600 to
achieve 30 plaques per well; sodium bicarbonate as buffer of the culture media, semi-
solid overlay media content of 1,5% of carboxymethylcellulose (CMC); adsorption time
of 3 hours and final incubation of 4 days. In order to evaluate the impact of incubation
time for neutralization step on viral potency and neutralizing antibodies’ titers, two
intervals (1 and 2 hours) were evaluated and the 2-hour neutralization time was
considered more appropriate. After that, a cutoff value of 23 was defined using a
serological panel containing 126 pre and post- vaccination sera of children immunized
with MMR vaccine. The cutoff value was defined from the area under the ROC curve
using ELISA data previously analyzed in comparison with PRNT results. Among the
results, there were 35% of positive results in agreement in both tests. Positive
predictive value of 95.373 and negative predictive value of 97.680 determine the actual
presence or absence of disease. Acceptance criteria for the test were established such
as: viral endpoint range (13 to 22) and titer variation ranges for control samples (low,
medium and high titer). It was also determined how indeterminate samples should be
treated. Finally, PRNT were submitted to validation regarding linearity, specificity,
accuracy and precision as recommended by RDC 27 of ANVISA. Regarding the
precision analyses, coefficient of variations lower than 15% were achieved for the
sample with the lower limit of quantification, and lower than 20% for the other sample
concentrations tested. The same occurred in the accuracy analyses. Regarding
specificity, no cross reaction was detected in the samples when challenged with
measles virus.

Key words: Neutralization, Mumps, Standardization, Validation, Antibodies
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1. INTRODUCAO

1.1. A Caxumba — Caracteristicas Gerais

A parotidite infecciosa, popularmente chamada de papeira, € uma doenca infecto
contagiosa, auto limitada, comum na infancia, podendo acometer também a jovens
adultos (SVS, 2013a; CDC, 2011). Apresenta como caracteristica principal a
inflamacdo aguda das glandulas parotidas, manifestando-se de forma unilateral ou
bilateral (Figura 1), podendo atingir também as glandulas sublinguais ou
submandibulares, com duracdo minima de 2 dias, sem outra causa aparente (SVS,
2013a; Santos et al., 2008).

Figura 1: Foto de um menino apresentando em ambos os lados do pescoco o inchago das
glandulas salivares, que sdo sintomas classicos da doenca. Extraido do site
http://phil.cdc.gov/phil/details.asp?pid=130 Acesso em: 27/01/2015.

A trajetoria historica da caxumba revela ser esta uma doenca conhecida ha mais
de dois milénios. Hipdcrates, no século V a.C, foi o primeiro a descrever clinicamente
a doenca. No final do século XVIII, Robert Hamilton observou a prevaléncia de orquite
(inflamacédo dos testiculos) em pacientes com caxumba, mas foi somente em 1934
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gue os pioneiros Johnson e Goodpasture caracterizaram a caxumba como um agente
etiolégico viral, e como sendo um agente filtrdvel. Em 1945, Habel e Enders isolaram
0 virus pelo método de inoculagdo em ovos embrionados, comprovando a sua
capacidade hemaglutinante, hemolisante e neuraminidasica (Santos et al., 2008). Em
1958 surgiu a primeira vacina de virus vivo atenuado. Nesta vacina, o virus foi
submetido a sucessivas passagens em substratos celulares para a reducao de sua
viruléncia, sem afetar a sua capacidade infectante (Santos et al., 2008; Graham &
Crowe, 2007).

1.2. O Agente etiologico

O virus da Caxumba (MuV) pertence a ordem Mononegavirales, familia
Paramyxoviridae, género Rubulavirus (Santos et al., 2008; Carbone & Rubin, 2007,
Chang A & Dutch R. E., 2012). A particula viral é esférica e mede de 100 a 300 nm,
sendo constituida de um capsideo pleomorfico, de simetria helicoidal, (Santos et al.,

2008). A figura 2 representa a estrutura geral dos virus da familia Paramyxoviridae.
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Proteinas de ligacdo HN, H ou G

Proteina M

Bicamada lipidica

Proteina F
Proteinas PNP e L

Proteina SH

Figura 2 - Esquema representativo da estrutura geral de um virus pertencente a familia
Paramyxoviridae. O RNA genomico é enovelado pelas proteinas P (fosfoproteina), NP
(nucleopsideo) e L (proteina grande). As proteinas HN (Hemaglutinina/neuraminidase), H
(hemaglutinina) e G (Glicoproteina) séo proteinas responsaveis pela ligacéo do virus no acido
sialico da célula (verde). Os mesmos estdo ancorados na parte externa da proteina M
(proteina de membrana) (azul). A proteina SH (hidrofébica pequena) presente apenas em
certos paramixovirus (laranja). A proteina F (proteina de fusao) (cinza) e o envelope viral
(bicamada lipidica) (vermelha). Extraido e adaptado de Chang A & Dutch R. E., 2012.

O genoma do MuV é formado por uma fita simples de RNA linear, nao
segmentado, de polaridade negativa, que apresenta 15.384 nucleotideos que
codificam as seguintes proteinas: nucleoproteina (NP), fosfoproteina (P), proteina V
(P/V), proteina de membrana (M), proteina de fuséo (F), proteina hidrofébica pequena
(SH), hemaglutinina/neuroaminidase (HN) e proteina grande (L) (Figura 3) (Elango et
al. 1988). O MuV apresenta apenas um sorotipo, porém doze genoétipos estdo
descritos com base no sequenciamento dos genes HN e SH (Jin L. et al., 2005; Jin L.
et al., 2014; Carbone & Rubin, 2007; Santos C. L. et al., 2008). O quadro 1 descreve

de forma resumida as fung¢des das proteinas.
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(-) Fita de RNA gendmico
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TERMINACED

Figura 3 - Esquema representativo modificado do genoma do MuV. As proteinas codificadas

sdo: N: Nucleoproteina; P/V: Fosfoproteina/Proteina V; M: Proteina de Membrana, F: Proteina

de Fusao; SH: Proteina Hidrofébica pequena; HN: Hemaglutinina/Neuraminidase; L: Proteina

Grande. Extraido do site: http://viralzone.expasy.org/all_by protein/88.html Acesso em:

27/01/2015.
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Quadro 1 - Proteinas do virus Caxumba e suas fungdes

PROTEINAS

Nucleoproteina (NP)

Fosfoproteina (P)

Proteina (V)

Proteina de Membrana (M)

Proteina de Fuséo (F)

Proteina Hidrofébica pequena (SH)

Hemaglutinina/Neuroamenidase
(HN)

Proteina Grande (L)

FUNCAO

Formacdo do nucleocapsidio. Serve
como antigeno nos ensaios de deteccéo
de IgM.

Sintese de RNA, quando associado a L
(P-L) atua como polimerase, quando
associado a NP (P-NP) atua no
encapsulamento do RNAviral. D4 origem
a V apos processamento.

Proteina ndo estrutural codificada pelo
gene da proteina P, e que esta envolvida
na inibicdo da resposta antiviral da
célula

Participa da montagem e brotamento da
particula viral

Participa da fusdo da membrana do virus
com a membrana da célula hospedeira

Proteina  altamente variavel, sua
sequéncia é empregada na genotipagem
do virus, como também na inibicdo de
resposta antiviral da célula.
Glicoproteinas de fusdo e adsorcéo,
atividade hemaglutinante e
neuroaminidase

Polipeptideo de alto peso molecular e faz

parte do complexo polimerase.

O ciclo replicativo do virus da caxumba (figura 4) se da pela fusdo direta e

adsorcao das proteinas F e HN com a membrana da célula hospedeira. A proteina F

também é a responsavel pela fusdo da membrana de célula-a-célula, facilitando a
propagacéo viral (Chang A. & Ductch R. E., 2012; Rubin S. et al., 2014). No caso das

glicoproteinas HN, estas se ligam aos receptores de acido sialico presentes na parte

externa da membrana celular. Apés o reconhecimento, ocorre uma mudanga no

estado conformacional destas proteinas, propiciando a internalizacdo da particula viral

na célula hospedeira (Chang A. & Ductch R. E., 2012). Uma vez internalizado, ocorre

a liberacdo do RNA no citoplasma para a sua transcricdo em RNA mensageiro. O

evento é mediado pela RNA-polimerase-RNA dependente viral, que forma um

complexo com a proteina P e a proteina L. A proteina P é codificada pelo gene P que
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possui a capacidade de processar as proteinas nao estruturais V e | (Elliott et al.,
1990). O gene L, codifica uma poliproteina de alto peso molecular. Apés a traducao
dos RNAms em proteinas virais, 0 evento seguinte é a replicacdo do genoma viral em
RNAs gendmicos de polaridade negativa. A proteina NP € responsavel pelo

encapsulamento desses RNAs gendmicos.

RSV -. . N Glicoproteinas
S Absorcao / fusao
ER

£ Coboi
Translcri(;ﬁo _— 'O

Proteina Matriz
Molde mRMN A
{1 RNA
Traducdo

&JZSZRRSZL Montagem de RNA e Proteina

Viral

{-IRNA
Genoma

Figura 4 - Esquema representativo do ciclo replicativo viral dos Paramyxovirus. Extraido e
adaptado de Balows A, et al.: Laboratory diagnosis of infectious diseases: principles and

practice New York, 1988, Springer — Verlag.

O virus tem sua estrutura totalmente montada no reticulo endoplasmatico. As
glicoproteinas virais SH, HN e F também s&o sintetizadas no reticulo endoplasmatico
e encaminhadas para o complexo de Golgi, onde sdo posteriormente transportadas e
ancoradas na parte externa da membrana celular com auxilio da proteina M.
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Posteriormente, o0 RNA gendmico ao sair da ceélula pelo processo de brotamento,
carrega estas glicoproteinas e a particula viral completa é formada (Harrison M.S.,
Sakaguchi T. & Schmitt, 2010; Liljeros L. & Butcher S. J., 2013).

1.3. Epidemiologia e Patogénese

A Caxumba tem distribuicdo mundial (WHO, 2013b) e em alguns paises, a alta
incidéncia ocorre com altos picos epidémicos entre 2 a 5 anos, afetando em sua
maioria criancas com idades de 5 a 9 anos, conferindo assim, uma protecao
imunoldgica definitiva (Galazka, 1999; WHO 2013a). A doenca pode ocorrer também
em jovens adultos (WHO, 2013a).

Com incidéncia anual entre 100-1000 casos/100000 habitantes, a doenca em
regides onde o clima é quente ocorre em todo o periodo do ano. Por outro lado, em
regides de clima temperado o pico de incidéncia ocorre no final do inverno (WHO
2007).

Dados histéricos relatam que a disseminacdo do patdgeno ocorria com maior
prevaléncia em ambientes confinados, como por exemplo: prisdes, orfanatos,
internatos, navios e quartéis militares (Hirsch A. apud Galazka et al., 1999).

O ser humano é o unico hospedeiro natural conhecido (Galazka et al.; 1999;
CVE, 2001). A doenga possui alta transmissibilidade, e acontece por contato direto
com secrecdes respiratorias provenientes de espirros e tosse e pelo uso
compartilhado de talheres ou de objetos que tenham sido utilizados pela pessoa
infectada. Por esta razdo, segundo o Centers for Disases Control and Prevention —
CDC, recomenda-se o isolamento do infectado por 5 dias, quando as glandulas
salivares comecarem a inchar (CDC, 2010a).

O tempo de incubacao do virus da caxumba é em média entre 12 a 25 dias. Apos
esse periodo, surgem os sintomas associados a doenca (CDC, 2010a), que se iniciam
com mialgia, cefaléia, mal estar geral e febril, que ocorrem antes do aparecimento do
edema nas glandulas parétidas, podendo se apresentar de forma unilateral ou bilateral
(Hviid A., Rubin S. & Muhlemann, 2008; Snow M. et al., 2006).

Geralmente a doenca evolui de forma benigna, sem deixar sequelas, e em
alguns casos, pode decorrer assintomaticamente (CVE, 2001). A doenca pode

também transcorrer para a severidade, com o virus disseminando-se para outros
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orgaos do corpo, causando complicacbes, com maior probabilidade de ocorréncias
em jovens adultos (CDC, 2010b; WHO, 2013a). A tabela abaixo resume as

manifestacdes provocadas pelo virus, bem como sua frequéncia.

Tabela 1 — Maiores manifestacdes causadas pelo MuV. Fonte: Extraido e Adaptado
de Falk et al., 1989.

MANIFESTACAO FREQUENCIA
(%)
GLANDULA
Parétida 60-70%
Submandibular ou sublingual 10%
Epididimo-orquite 25%
Ooforite 5%
Pancreatite 4%

NEUROLOGICA

Pleocitose assintomatica do fluido cérebro

espinhal o0%
Meningite asséptica 1-10%
Encefalite 0.02-0.3%
Perda auditiva (usualmente transiente) 4%
OUTROS

Anormalidades brandas da func¢éo renal 30-60%
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1.4. Tratamento e Prevencéo

Atualmente ndo existe tratamento para a doenca, pessoas acometidas fazem
repouso e uso de analgésicos para controle dos sintomas, além do acompanhamento
do quadro clinico para a observacdo de possiveis complica¢des (SVS, 2013b). O
Gnico mecanismo de prevencgdo € através do uso da vacina, que é ofertada pelo setor
publico como a triplice viral. A mesma tem o propésito de atender a demanda de saude
publica, de acordo com o esquema preconizado pelo Ministério da Salude e Secretaria
de Vigilancia Sanitaria (SVS, 2013b).

Em 2002, a vacina para caxumba foi incluida no calendéario de imunizacdo de
121 paises/territérios. Em paises onde a vacinacgdo foi iniciada, com uma ampla
cobertura, a incidéncia da doenca caiu extremamente e a sua circulacdo foi
interrompida. Em paises onde a vacinagdo nado foi introduzida, a incidéncia de
caxumba continua elevada, afetando principalmente criangas (WHO, 2013b). Apesar
da efetividade da cobertura vacinal, alguns paises evidenciaram através de estudos
epidemioldgicos, casos da doenca, como por exemplo: EUA, Reino Unido, Canada e
Moldavia, que poderiam estar relacionados ao genétipo G do virus (Agéncia de Saude
Publicado Canada, 2007; Savage et al., 2005.; Bernard et al., 2008; Gouma S., 2014).
Dados da literatura retratam que embora os anticorpos induzidos pela cepa vacinal
JerylLynn (JL) de gendétipo A neutralizem cepas do genétipo G, diferencas no titulo de
anticorpos foram observadas quando os soros foram coletados durante um surto
epidémico e avaliados com o gendtipo selvagem do tipo G e A (Rubin et al., 2008).
Diante dessas observacdes, estudos recentes mostraram que apesar da variabilidade
genética do virus, a cepa Jeryl Lynn é capaz de induzir anticorpos neutralizantes que
abrangem todas as variacdes genotipicas do virus (Rubin S. A. et al.,, 2012). A
hip6tese atribuida aos surtos aonde houve cobertura vacinal, retrata a queda dos
niveis de anticorpos ao longo dos anos conforme o avanco da idade dos vacinados
(Barskey, A. E. et al., 2012; Rubin S. A. et al., 2012), permitindo que estes possam se
tornar novamente suceptiveis a doenca. Essa especulacéo incitou propostas voltadas
para o aumento do numero de doses da vacina, ou seja, alguns paises adotam nao
somente a segunda dose como € realizado mundialmente, mas também a terceira
dose da vacina, em casos de surtos da doenca (Ogbuanu I. U., 2012).

Com isso, gerou-se preocupacdes a nivel mundial quanto a saude publica, dando
repercursdo a estudos epidemiolégicos mais criteriosos, de modo a avaliar nao
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somente o impacto da efetividade e eficacia vacinal, como também das estratégias de
prevencao, avaliando a possibilidade do aumento do niumero de doses em coberturas
vacinais e da mudanca da faixa etaria para a administracdo das doses de reforco
(Ogbuanu I. U., 2012).

No Brasil, ndo existe uma notificagcdo compulsoria nos casos decorrentes de
caxumba (SVS, 2013a; CVE 2001). Porém, na ocorréncia de surtos epidémicos, deve-
se proceder com a notificagdo dos casos, como medida de controle e conhecimento
do curso da doenca (CVE, 2001; SVS, 2013b).

A insercdo da vacina triplice viral no Brasil foi gradativa, e de acordo com o
Ministério da Saude, ocorreu de 1992 a 2002. No Estado de Sdo Paulo, onde a vacina
foi inserida na rotina em 1992, houve um impacto positivo no declinio da doenca,
sendo observada a diminuicdo de casos de meningite, cujo coeficiente anual caiu de
3,28 casos por 100.000 habitantes em 1991 para 0,02 casos por 100.000 habitantes
em 1993 (CVE, 2001).

No ano de 2004, em todo territério nacional, deu-se continuidade a campanha
de vacinacdo contra sarampo, caxumba e rubéola para criancas de doze meses a
quatro anos, na qual foram vacinadas 12.777.709 criancas, obtendo-se 92.80% de
cobertura vacinal. (SVS, 2013b).

A vacina atual ofertada pelo setor publico € a trivalente atenuada, composta por
sarampo, caxumba e rubéola, contendo as cepas Shwarz measles, RIT 4385 mumps
(derivada da cepa de caxumba Jeryl Lynn) e a Wistar RA 27/3, respectivamente
(Wellington & Goa, 2003).

Em agosto de 2012, foi assinado um contrato aditivo de transferéncia de
tecnologia entre o Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos/Biomanguinhos e a
GlaxoSmithKline/GSK, que propds mudancas tecnologicas em todo o processo de
formulacdo e fabricacdo da vacina (Biomanguinhos, 2013). Essa transferéncia
propiciara estudos futuros para avaliar o perfil epidemiol6gico de coberturas vacinais

gue garantam a seguranca e eficacia do produto.
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1.5. Principios basicos de resposta imunoldgica para vacinas atenuadas

Objetivamente, o principio basico da vacinacdo € induzir no organismo uma
resposta efetiva de combate ao patdgeno quando esse organismo é exposto pela
segunda vez, evitando o desenvolvimento da doenca e gerando uma protecao
individual. Outro objetivo proposto é obter uma cobertura populacional que impeca a
disseminacdo do patdbgeno ou até mesmo que promova sua total erradicacao,
proporcionando uma protecao coletiva (Schatzmayr, 2003).

A vacina é capaz de envolver mecanismos de resposta imunolégica no
organismo que ativam todo um complexo de elementos que irdo atuar diretamente no
antigeno (Schatzmayr, 2003).

A vacina viral atenuada envolve virus vivo que mantém sua capacidade de
infeccdo, mas que nao é capaz de desenvolver a doenca (Baxter, D., 2007). Apés a
vacinacdo, sob o ponto de vista geral, os virus atenuados sédo fagocitados pelas
células profissionais ou células apresentadoras de antigeno, onde suas proteinas
sofrem degradacdo proteolitica. Esses peptideos proteicos sdo transportados a
superficie e dispostos nas glicoproteinas MHC do tipo Il, onde serdo reconhecidos
pelos linfocitos T (CD4+). Esses linfécitos possuem duas categorias funcionais: T
helper 1 e T helper 2. A T helper 1 esta relacionada a estimulacdo de células
fagociticas, enquanto que a T helper 2 ativa e estimula a expansao clonal dos linfocitos
B, que passam a ser diferenciados em células plasméticas. Estas por sua vez,
secretam anticorpos neutralizantes especificos para determinado antigeno, levando a
uma imunidade humoral (Janeway Charles A., 2002).

Os anticorpos sdo imunoglobulinas heterodiméricas compostas de duas cadeias
pesadas e duas leves. Estas cadeias estdo dispostas espacialmente de forma
representativa como a letra Y. Cada cadeia leve esta conectada a uma cadeia pesada,
e as duas pesadas estdo conectadas por pontes de dissulfeto. Uma cadeia leve é
composta por um dominio V de variavel e um C de constante, enquanto que a cadeia
pesada pode possuir um dominio V e de trés a quatro dominios C. De acordo com as
diferencas nessas regides constantes das cadeias pesadas, 0s anticorpos sao
classificados em: IgA; IgM; IgE; IgD; IgG e suclasses (IgAl, IgA2; IgG1, 1gG2, IgG3,
IgG4) (Schroeder Jr H. W. & Cavacini L., 2010).

As imunoglobulinas 1gG e IgE sao secretadas como monOmeros, as
imunoglobulinas IgA como dimeros e as imunoglobulinas IgM s&o secretadas como
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pentameros, e podem estar acoplados no linfocito B sendo receptores antigénicos.
No caso especifico das imunoglobulinas IgD, estas ndo sdo secretadas, formam
somente receptores antigénicos do linfécito B maduro (Abbas, 2008). O mecanismo
de acéo efetora das imunoglobulinas consiste na ativacao do sistema complemento,
na ativacdo e potencializacdo da atividade fagocitica de células efetoras
(opsonizagdo) e na atuacgdo direta ao antigeno, neutralizando-o (Schroeder Jr H. W.
& Cavacini L., 2010).

A imunoglobulina G (IgG) é a mais abundante imunoglobulina presente no soro,
representando em torno de 10% a 20% das proteinas do plasma humano (Virdarsson
G. Dekkers G & Rispens T., 2014). De acordo com as diferencas estruturais na regiao
constante da cadeia pesada C 1 1 e C n 3, designa-se as quatro subclasses de IgG
(IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4), sendo estas classificadas por ordem crescente de
predominancia no organismo (Virdarsson G. Dekkers G & Rispens T., 2014). Todas
atuam na neutralizacdo de virus e toxinas, ha mediacdo por sistema de citotoxidade
celular, no transporte transplacentario e na resposta imune secundaria. Em
contrapartida, podem desempenhar atividades funcionais distintas, como por
exemplo, 1gG1, IgG2 e IgG3 (exceto IgG4), atuam na ativacdo da via classica do
sistema complemento. IgGl, 1gG3 e IgG4 s&o predominantes nas respostas
decorrentes a antigenos proteicos sollveis e de membrana, enquanto IgG2 prevalece
em respostas a antigenos polissacarideos encapsulados de bactéria.

A 1gG é produzida posteriormente a fase de infeccéo inicial do patégeno,
demonstrando uma maior afinidade com o epitopo. Sua permanéncia é prolongada
Nno organismo, ou seja, permanece circulante no organismo por toda a vida, conferindo
assim uma imunidade protetora duradoura (Imrie A., 2007).

Em termos de neutralizacdo, algumas dessas IgGs desempenham o papel de
neutralizar a a¢do do virus no processo inicial de entrada na célula hospedeira (Dowd
K. A., 2011). Séo, portanto, denominados anticorpos neutralizantes por reconhecer
epitopos especificos de ligacdo do virus relacionados diretamente com a entrada na
célula hospedeira, impedindo dessa forma a sua internalizacdo. Nesse processo de
intervencao, 0s mesmos podem se conectar na etapa inicial do processo de replicacao
viral bloqueando o sitio alvo de reconhecimento do virus na célula, como também na
ligacéo do sitio alvo de fusdo, bloqueando a etapa de fusdo do virus com a membrana
plasmatica (Wahala M. P. B., 2011).
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1.6. Avaliacado da eficacia vacinal

A eficacia vacinal esta diretamente relacionada a resposta imunoldgica de um
individuo apoés a aplicacdo da vacina (Schatzmayr, 2003). O diagndstico viroldgico
permite detectar, quantificar e caracterizar estas respostas imunologicas e nas ultimas
décadas se transformou huma importante ferramenta para a medicina e para a saude
publica (Santos & Benati, 2008).

Os primeiros métodos usados amplamente no diagnostico viroldégico foram os
métodos soroldgicos, tais como: Teste imunoenzimético, Teste de aglutinacao, Teste
de imunofluorescéncia, Teste de neutralizacdo, Teste de inibicdo da hemaglutinacao,
Teste de fixagdo do complemento e Imunoperoxidase (Santos & Benati, 2008). Ao
longo dos anos, alguns destes deixaram de ser empregados rotineiramente, embora
apresentem vantagens e desvantagens quanto a sua utilizacdo para a obtencéo de
uma resposta.

O teste de inibicdo da Hemaglutinacdo (HI) — tem por principio a hemaglutinacéo
de hemécias (obtidas de animais) (Pipkin, 1999; Santos & Benati, 2008). O teste
analisa apenas anticorpos totais, ndo distinguindo IgG de IgM. Apresenta baixa
sensibilidade e especificidade (Albrecht et al., 1981). Para caxumba, os anticorpos
fazem reacdo cruzada com os virus: parainfluenza, Esptein- Barr, adenovirus e virus
do Herpes humano (CDC, 2012). Além disso, faz-se necessario a utilizacdo de
animais para a obtencdo de sangue. O Instituto Adolfo Lutz utiliza esse teste no
propésito de identificar casos suspeitos de infec¢ao por caxumba (CVE, 2005).

O teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) - utiliza-se de anticorpos marcados
(conjugados) com corantes fluorescentes para revelar a formagdo de
imunocomplexos, ou seja, virus-anticorpo. O teste pode identificar os anticorpos IgG
e IgM (Santos & Benati, 2008). Sua utilizacdo € voltada para a deteccéo de IgM, no
entanto, pode sofrer interferéncia de anticorpos IgG (especialmente de pessoas que
tem historico de vacinacdo). Além disso, quanto a andlise de IgG, o mesmo nédo
evidéncia a sua funcionalidade. Portanto, este teste apresenta pouca sensibilidade e
especificidade na determinacdo de anticorpos neutralizantes, como também, na
reacdo cruzada a outros agentes etiologicos (CDC, 2012).

O teste de Fixacdo de complemento (FC) - baseia-se no principio de que o
Complemento & um agente litico do sistema imune, com capacidade de fixar-se a

imunocomplexos (antigeno-anticorpo) (Santos & Benati, 2008). No caso de caxumba,
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nao ha muitos registros literarios a respeito, mas quanto a sua utilizacao para outros
antigenos virais, como por exemplo, o sarampo, o teste FC é tao baixa quanto o Hl
(Albrecht et al., 1981). O mesmo utiliza sangue e a sua obtencao envolve o uso de
animais.

Em relacdo a caxumba, os testes sorologicos mais descritos na literatura séo: o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o Teste de neutralizacdo (PRNT).

O ELISA é uma reacdo imunoenziméatica para identificacdo de antigenos ou de
anticorpos. E um teste utilizado como uma abordagem rapida de obtencio de uma
resposta mediante uma suspeita de infec¢cdo aguda ou mesmo podendo ser utilizado
para triagem (CDC, 2012). Suas limita¢cdes consistem em apresentar resultados falsos
negativos, muito provavelmente por causa da inabilidade de deteccao de anticorpos
presentes em baixos niveis no soro (Mauldin et al., 2005). Além disto, apresenta alta
sensibilidade, detectando todos os anticorpos que reagem ao antigeno, ndo possuindo
a capacidade de distinguir anticorpos neutralizantes de ndo neutralizantes (CDC,
2012; Mauldin et al., 2005; Tischer A. et al., 2007). Podem apresentar reac¢ao cruzada,
ou seja, anticorpos especificos de outros agentes etioldgicos podem se ligar aos
antigenos do virus da caxumba, devido a similaridade da Hemaglutinina e
Neuramidasia presentes na superficie do envelope viral de diversos virus, como por
exemplo: parainfluenza, Esptein- Barr, adenovirus e virus do Herpes humano (CDC,
2012; P. A. Pipkin et al., 1999; Mauldin et al., 2005).

O teste de neutralizacdo (PRNT) estd fundamentado no principio de ligacao
antigeno e anticorpo, dando mais énfase na atividade biol6gica do anticorpo. Deste
modo, determina um parametro bioldgico de verificacdo de neutralizacao viral in vitro
(Simbes, 2011). Estes anticorpos sdo considerados correlatos de protecdo e os
mesmos podem ser bons indicadores bioldgicos de eficacia vacinal (Mauldin et al.,
2005; Cohen et al., 2007).

Amplamente utilizado no Laboratério de Tecnologia Virolégica/LATEV, sua
aplicacdo € direcionada para a pesquisa de anticorpos especificos de diversos
antigenos virais, como por exemplo: febre amarela, dengue e sarampo. Podem ser
realizados em placas de 6, 24 ou 96 pocos (Cohen et al.,, 2007; Simdes, 2011,
Rohehrig J. T., Hombach J. & Barrett A. D.T., 2008).

De forma geral, o teste de neutralizacdo estd compreendido em quatro etapas
de execucao: 1°- preparacdo das amostras e adi¢cao de virus na placa; 2°- adicdo de

células; 3°- adicado de solucdo semi-sélida; 4°- fixacdo e coloracdo do teste apds o
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periodo de incubacgédo, que pode variar de 5 a 7 dias (Cohen et al., 2007; Simdes,
2011).

Em especial, o teste executado na placa de 96 pocos (a descricao detalhada do
protocolo esta redigida na metodologia), apresenta vantagens, pois avalia um maior
namero de amostras, favorecendo o atendimento em menor escala de tempo as
demandas dos Estudos Clinicos. Além disso, impacta positivamente na reducéo de
materiais e insumos utilizados na realizagdo de cada ensaio, representando um
aspecto econémico favoravel. No entanto, o PRNT apresenta algumas desvantagens,
como variabilidade e morosidade na obtencéo dos resultados (em torno de 6 a 7 dias)
(Cohen et al., 2007; Simdes, 2011). Além disso, ndo existe critérios de controle do
processo que garantam qualidade na medi¢do das respostas soroldgicas, um ponto
de corte e o conhecimento da eficiéncia e eficacia do mesmo. Diante desta afirmativa,
a padronizacdao e a validacao se fazem necessarios, por atribuir melhoria na eficiéncia,

rapidez e qualidade na técnica.

1.7. Padronizacéo e Validacéo de teste Bioanalitico

O desenvolvimento e a padronizacdo de uma técnica implicam em alteracdes no
processo que impactam positivamente na qualidade dos resultados obtidos (Oliveira,
A. R. R., 2009; Timiryasova T.M.et al., 2013). Portanto, a analise de cada uma das
etapas envolvidas no processo da técnica de neutralizacdo, permite uma ampla
compreensao dos processos biologicos ocorridos na metodologia adotada.
AvaliacOes e alteracfes nas concentracdes de reagentes e insumos utilizados, como
também, andlise de mudancas de temperatura, tipos de incubacdo ou mesmo
variacdes de intervalo de tempo permitem o entendimento mais amplo de como o0s
elementos que compdem o teste, como por exemplo, o virus e a célula, reagem a
essas mudangas em sistemas controlados laboratorialmente (Timiryasova T.M.et al.,
2013).

Avaliando ndo somente variacbes externas, mas considerando também a
variacao das reacoes biologicas intrinsecas ocorridas no teste é possivel estabelecer
critérios internos de aceitacdo para acompanhar de modo eficiente a qualidade dos
resultados obtidos (Thomas S. J. et al., 2009).
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Em conjunto com a validacéo, a padronizacdo de um método analitico, seja
adaptacdo ou implementagéo, envolve propostas metodoldgicas que julgue a sua
eficiéncia na rotina do laboratério (ISO/IEC17025, 2005). Determinado método é
considerado validado se sua finalidade ao qual se € destinado estiver de acordo com
0s pré-requisitos estabelecidos pela legislacdo vigente (RDC 27, ANVISA, 2012;
ISO/IEC17025, 2005). Isto garante qualidade, idoneidade e credibilidade de seus
resultados. Com isso, torna-se imprescindivel a adog&o de alguns parametros ditos
como essenciais para validar um método, tais como: exatidao, precisao, seletividade,
linearidade, limites de deteccao, variacdes intra-laboratoriais e inter-laboratoriais, que
sao ferramentas que avaliam o desempenho de um meétodo (Brito et al., 2003; RDC
027, ANVISA, 2012; ICH,Q2(R1), 1996).

Em termos de validacdo de ensaios bioldgicos, alguns pesquisadores adotam
apenas a precisao com painel de soros distintos para validar o teste. Em relacéo a
precisdo (homogeneidade), esta é a avaliacdo da proximidade de varios resultados
obtidos, numa sequéncia de multiplos testes da mesma amostra (Cohen B. J. et al.,
2007). Sao considerados trés niveis: repetitividade (preciséo intra-corrida); precisédo
intermediéaria (precisao inter-corridas) e reprodutibilidade (precisao inter-laboratorios)
(ANVISA, RE. 899, 2003). Por outro lado, outros pesquisadores adotam ndo somente
a precisdo, como também a exatidao e robustez para garantir a validacdo do teste
(Timiryasova T. M. et al., 2013). A exatiddo consiste em verificar a proximidade dos
resultados obtidos em relacéo ao valor verdadeiro (RDC 27, ANVISA, 2012). A anélise
da exatiddo é realizada da mesma forma que a da precisdo, ou seja, através de
avaliagcOes intercorrida e intracorrida, utilizando-se um painel de soros distintos
(Timiryasova T. M. et al., 2013).

A robustez avalia o impacto de resposta quando o teste é submetido a diferentes
variacdes no decorrer do processo, ou seja, determina 0 quanto esse teste € sensivel
as minimas alteracdes de temperatura, intervalo de tempo e performance do operador
(Timiryasova T. M. et al., 2013).

O o6rgao regulatério nacional, a ANVISA, propde e exige a validacdo da
metodologia analitica empregada obedecendo os critérios da RDC 27, que foi
sancionada em 2012 para permitir a emisséo de laudos e o registro de novos produtos
(RDC 27, ANVISA, 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

O teste de Neutralizacdo por Reducéo de Placas de Lise - PRNT é um teste
padrdo empregado na avaliacdo da eficacia vacinal e apresenta frente a outros testes
virologicos, maior especificidade na deteccdo e quantificacdo de anticorpos
neutralizantes. No entanto, o0 mesmo demanda tempo para a obtencdo de um
resultado e pode também apresentar variabilidade se as etapas do processo nao
estiverem bem estabelecidas e com critérios de aceitacdo definidos, de modo a
permitir melhor controle do processo. Dentro deste contexto € necessaria uma
avaliacdo nas condi¢des analiticas do teste, visando promover a padronizagédo e a
validacdo da técnica de neutralizacdo em placa de 96 pocos para atribuir melhoria na
sua eficiéncia e eficacia. E com isso, garantir e prover a sua implementacao para a

avaliacdo da imunogenicidade da vacina combinada de caxumba.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente estudo visa padronizar e validar o teste de Neutralizagdo por
Reducédo de Placas de Lise em placa de 96 pocos para avaliar a imunogenicidade

vacinal da caxumba.

3.2 Objetivos Especificos

- Determinar a melhor multiplicidade de infeccéao viral (MOI) para a elaboracéo
de um protocolo de producéo de suspensao viral (banco de trabalho) para a utilizacéo

nos testes;

- Avaliar o tempo de sedimentacédo celular, influéncia do tamponamento
utilizando dois tipos de tampdes, concentracdo de solucdo semi-solida (CMC) e tempo
de incubacéo final, a fim de estabelecer a condi¢cao analitica que apresente melhores

resultadosem um intervalo de tempo mais reduzido;

- Avaliar a interferéncia do tempo de “neutralizagao” (1 ou 2 horas) na poténcia

do virus;

- Avaliar a interferéncia do tempo de neutralizacéo (1 e 2 horas) na ligagcéo virus

- SOro;

- Determinar o melhor ponto de corte (cut-off) do teste proposto comparando o
PRNT com o ELISA;

- Estabelecer critérios de aceitagdo para o teste em relagédo a faixa de variagdo

do virus e dos soros padrdes;
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- Validar o PRNT avaliando parametros como: linearidade, especificidade,

exatidao e precisdo, preconizados pela RDC 27 da ANVISA.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Tecnologia Viroldgica
(LATEV), pertencente a Vice-Diretoria de Desenvolvimento Tecnologico (VDTEC) de
Bio-Manguinhos, onde foram realizados os ensaios para padronizacao e validagao da
metodologia. O mesmo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

Clinica do Instituto Nacional de Infectologia (IPEC).

4.1. Virus

O virus da caxumba utilizado neste estudo foi isolado em 1995 de um paciente
de seis anos de idade, em Manchester/Inglaterra. O mesmo foi submetido ao processo
de cultivo com quatro passagens em garrafas estacionarias (uma realizada em
Manchester, duas no Reino Unido (Virus reference department - VRD) e uma no Rio
de Janeiro) contendo células Vero (linhagem celular de rim de macaco verde africano),
(Cercopithecus aethiops). Posteriormente, o virus foi sequenciado e denominando
ManchS1/UK/95. No LATEV, foi propagado por mais duas vezes em cultivos de
garrafas estacionarias de células Vero. ApoOs fracionamento, foi congelado e

armazenado em freezer -70°C.

4.2. Suspensao celular

As células Vero utilizadas nos ensaios foram obtidasatravés da American Type
Culture Collection (ATCC, CCL81) e expandidas a partir do banco trabalho de células
(mantido a -196°C em container de nitrogénio liquido). Estas foram mantidas em meio
199 com sais de Earle’s, tamponado com 2,5% bicarbonato de sodio (4,4%
gaseificado) e suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado e 1% de antibiético

(garamicina 1/10).
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4.3. Soros amostrais

Foram utilizados os soros provenientes do estudo intitulado “Estudo de
imunogenicidade e reatogenicidade da vacina triplice viral (sarampo, caxumba e
rubéola) em criangas brasileiras com 12-15 meses de idade: validacdo clinica e
seguranca da vacina produzida em Biomanguinhos/Fiocruz”, aprovado pelo CEP SMS
— RJ em 04 de abril de 2008 (CAAE 0049.0.314.000-08). Este foi um estudo nao
controlado, longitudinal, realizado em amostras de 150 criancas de 12-15 meses de
idade, que foram coletadas em trés unidades de satude do municipio do Rio de Janeiro
que receberam a vacina MMR (triplice viral) combinados de acordo com o calendario
de imunizacao basica. O referido estudo ja foi finalizado e os resultados publicados
(Santos E. M. et al., 2014).

A utilizacao desses soros foi autorizada pela Assessoria de Estudos Clinicos em
Imunobiologicos (ASCLIM), setor responsavel pela pesquisa clinica em seres
humanos, do Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos/Fiocruz (Bio-Manguinhos).
Entretanto, como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do mesmo néo
contemplava na época a utilizacdo de aliquotas do material biolégico (soro) em
estudos futuros, o pedido para utilizagcdo desses soros neste trabalho foi submetido
ao CEP e aprovado em 11/12/2014 sob o n°® 34825414.5.0000.5262.

4.4. Soros Padroes

O soro padrdo negativo que foi utilizado neste trabalho é proveniente de primata
ndo humano. O material foi cedido pelo Laboratério de Experimentagdo Animal -
LAEAN/Bio-Manguinhos, ja os soros padrdes positivos utilizados sédo provenientes de
um projeto executado em paralelo, intitulado: “Protocolo para a obtencéo e producéo
de soros “In House” para testes de Neutralizacdo por Reducao de Placas de Lise
(PRNT) ”. Este projeto foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
de Pesquisa Clinica Evandro Chagas/Instituto Nacional de Infectologia/Fiocruz,
protocolo CAAE 15120613.4.0000.5262.
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4.5. Determinacdo da Multiplicidade de infeccao viral (MOI) para a producéao
viral

4.5.1. Cinética viral

O virus do estoque original (ManchS1/UK/95) foi descongelado e diluido em
meio 199 com sais de Earle’s, tamponado com 2,5% bicarbonato de sédio (4,4%),
suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado e 1% de antibiético (garamicina
1/10). Foram testados 3 diferentes MOls: 0,1; 0,01; 0,001. Cada MOI testado foi
calculado com duas concentracdes celulares distintas: 70.000 céls/mL e 233.000
céls/mL, a partir da fomula (1).

Formula (1):

MOI = UEP

Células

Onde UFP significa unidade formadora de placa.

Foram inoculados 2 mL de cada suspenséo viral diluida, em cada garrafa de
175cm? contendo células Vero (confeccionadas com 24 horas de antecedéncia). Ao
total foram inoculadas seis garrafas, sendo trés com 70.000 céls/mL e trés com
233.000 céls/mL. Para melhor visualizacao, o quadro 2 mostra a ordem dos inéculos

com os respectivos MOls testados.
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Quadro 2- Concentracdo do MOI utilizado na cinética viral

Garrafa MOI Concentracao celular
A 0,1 70.000 céls/mL
B 0,1 233.000 céels/mL
C 0,01 70.000 céls/mL
D 0,01 233.000 céls/mL
E 0,001 70.000 céls/mL
F 0,001 233.000 céls/mL

As garrafas inoculadas com o virus foram incubadas a 37°C em estufa B.O.D.
(demanda bioquimica de oxigénio) por 1 hora, com homogeneizacdo a cada 15
minutos para garantir maior contato do virus com a monocamada celular. Apds este
periodo de adsorcdo foram adicionados as garrafas, 75 mL de meio 199
suplementado, conforme descrito acima.

Para acompanhar a cinética de replicacdo viral nas diferentes condicdes,
diariamente foi coletado 500 yuL de sobrenadante de cada garrafa, ja realizando a
primeira coleta uma hora apdés a infeccdo (amostra dia 0). As amostras foram
coletadas ao longo de oito dias consecutivos, obtendo-se ao final um volume total de
4mL de sobrenadante de cada garrafa. Os criotubos contendo as amostras foram

congelados em freezer a -70°C para posterior determinacao dos titulos virais.

4.5.2. Titulagéo viral em placas de 24 pocos

As aliquotas coletadas na cinética foram descongeladas e tituladas para a
determinacao do titulo viral (UFP/mL). Cada aliquota foi diluida numa sequéncia de 6
diluicdes seriadas, obedecendo o fator 10 de diluicdo. Portanto, para cada placa de
24 pocos, cada letra corresponde a sequéncia de diluicdo seriada de uma aliquota. A
primeira diluicdo é realizada no poco 1, obtendo-se a dilui¢cdo inicial de 1:10 (100 ul
de virus + 900 pl de diluente). O volume de 100 pL é posteriormente passado para o

poco seguinte (ja contendo 900 pl de diluente) e assim sucessivamente, até atingir a
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diluicdo final de 1: 1.000.000 (poco 6). A Figura 5 representa um esquema das

diluicdes seriadas realizadas nas placas de 24 pocos.

1 w2 w 2w %™ S5 xS

1un|JI 1nn|J| 1un|JI 1uu|JI 1un|JI 1un|JI
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Figura 5 - Sequéncia ilustrativa da diluicao viral realizada na placa de 24 pogos. (A-D): cada

>
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letra corresponde a uma aliquota a ser diluida. (1-6): diluicdo seriada de 1:10 até 1:1000.000.

Posteriormente, 100 ul de cada diluicdo foram inoculados em duplicata em uma
placa de 24 pocos com a monocamada de células Vero formada (com densidade de
aproximadamente 333.000 céls/mL, confeccionadas com 24 horas de antecedéncia).
Para melhor compreenséo, a Figura 6, demonstra a distribuicdo do inéculo de cada

aliquota na placa de 24 pocos com a monocamada celular formada.
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Figura 6 — Esquema de distribuicdo dos inéculos na placa de 24 po¢cos com monocomada
celular pré-formada. (A-B): duplicata das seis diluicdes de uma aliquota. (C-D): duplicata das

seis diluis de uma outra

Por conseguinte, as placas de 24 pocos foram incubadas a 37°C por 1 hora em
estufa com atmosfera de 5% de CO:2 (adsorcao viral) e homogenizadas a cada 15
minutos. Apés esse intervalo, os in6culos foram aspirados, e posteriormente foram
adicionados em cada poco 3 mL de solucdo fixadora de carboximetilcelulose 2%
(CMC, Sigma, EUA) acrescida de 5% NaHCOs, 5% de soro fetal bovino e 1% de
garamicina em meio Earle 199. Apoés 7 dias a 37°C e 5% de COz, as placas foram
fixadas com solucdo de formaldeido a 5%, seguido de incubacdo a temperatura
ambiente por 1 dia. Apés este periodo, foram realizadas lavagens com agua corrente
até a completa remocao da solucéo de formaldeido e CMC. Solucao de cristal violeta
2% foi acrescentada em cada poco, seguido de repouso a temperatura ambiente por
20 minutos. Posteriormente, as placas foram lavadas e acondicionadas em estufa
para secagem. Finalizado o processo, as placas foram fotografadas e contadas com
o auxilio do equipamento BioSpot 5.0 Professional.Os célculos para a determinacao
dos titulos virais em UFP/mL, foram feitos em uma planilha no programa Excel 2010,

utlizando a Formula (2).
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Formula (2):

Log da diluicdo do virus na placa + Log da contagem de UFP + log do fator de diluicdo

da amostra = log de UFP/mL.

4.5.3. Quantificacdo de RNA e proteina viral

As aliquotas da curva de replicacéo viral foram descongeladas e centrifugadas
a 3000 RPM por 5 minutos. Em seguida foram quantificadas pelo equipamento
Nanodrop 2000c, utilizando-se um volume de 2 pl de cada aliquota para a
quantificacdo da proteina total (comprimento de onda de 280 nm). Apds esse
procedimento foi realizada a extracdo de RNA total, seguindo o o protocolo do Kit
Qiagen (cat 52906).

Os resultados foram analisados pelo método de coeficiente de correlagdo linear
de Pearson para verificar a relacdo entre a quantidade de RNA e de proteinas.Os
dados do ensaio de RNA e proteina foram representados graficamente no programa
estatistico R Core Team (2013) para a determinacdo do melhor dia de producéo de
virus infecciosos.

Foi realizada uma nova cinética para confirmar os resultados obtidos

anteriormente, definindo assim a producéo viral.

4.5.4. Producdo viral

A producéo viral (estoques virais de trabalho) foi feita a partir do MOI definido
na cinética viral descrita anteriromente. O processo decorre da seguinte maneira: duas
garrafas de 175cm?foram confeccionadas com 24h de antecedéncia contendo células
VERO. Apés 24 horas o meio contido nas garrafas foi desprezado e as culturas
celulares foram infectadas com o MOI estabelecido, em seguida essas garrafas foram
incubadas por 1 hora em estufa de BOD a 37°C para a etapa de adsor¢cdo. Completada

esta etapa foram adicionados 75mL de diluente (meio Earle’s acrescido de 2,5%
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NaHCOs, 2% de soro fetal bovino e 1% de garamicina). Ao atingir o melhor dia de pico
produtivo, todo o sobrenadante com conteudo viral contido nas 2 garrafas foi coletado
e centrifugado a uma temperatura de 4°C. Apoés a centrifugacédo, a suspensao viral foi
acrescida de 8% de sorbitol (estabilizador) e mantida no gelo. Em seguida a
suspensao viral foi fracionada em criotubos e as aliquotas imediatamente congeladas
a-70° C.

4.6. O Teste de Neutralizacdo por Reducéao de Placa de Lise - PRNT.

4.6.1.Quantificacdo de anticorpos presentes nos soros pelo PRNT estabelecido no

laboratorio

A execucao do teste em microplacas de 96 pocos iniciou-se pela adi¢cdo de 50pl
de diluente (preparado com meio 199 e suplementado conforme descrito no item 4.5.1,
é distribuido em toda a placa, com excecao da linha H. Na linha H deve-se adicionar
80 pl de diluente, a partir do poco 1 até o poco 11.

Em seguida, sdo adicionados 20 pl de cada soro (amostra), em cada orificio
correspondente da linha H, com excec¢éo ao orificio 12, como mostra abaixo a figura
7. Ao término desta etapa, proceder com a diluicdo seriada (fator 2), partindo da
diluicdo inicial (1:5) da linha H, até o final da placa da linha A (1: 640), ou seja, do 1
ao 11. A coluna 12 é destinada ao controle de virus que ndo € submetido a diluicdo
seriada. Ao final da homogeneizacao, com o objetivo de igualar os volumes, desprezar
50 pl. A partir de entdo, adicionar 50 pl de suspensdo viral (que contenha
aproximadamente 30 placas de lise), e incubar por 1 hora a 37°C em estufa de CO..
Adicionar 50 pL de suspensao celular, contendo 800.000 cels/mL (suspenséo celular
preparada no intervalo da neutralizacéo), e incubar a 37°C por 3 horas em estufa de
COz2. Apds a incubacao, desprezar o meio contido e adicionar 100 ul de CMC 2% e
incubar por 6 dias em estufa de CO2 a 37°C. A figura (7) ilustra a disposicdo das

amostras na placa de 96 pocos.
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Figura 7- Desenho esquemaético do teste em placa de 96 pocos. As colunas de 1 até 10 sdo
destinados a dosagem dos soros amostrais; a coluna 11 destina-se a dosar um soro padréo
positivo (controle positivo) e a coluna 12 a quantificacdo de apenas virus controle. Fonte:
Simodes, 2011.

4.6.2.Célculo para obtencéo do titulo de anticorpos de cada amostra.

O end point do teste é representado por 50% da média aritmética das placas de
lise encontradas em todos os pocos destinados somente ao controle de virus (coluna
12 da placa).

O titulo do soro é obtido através da regresséao linear calculada no programa
Microsoft Excel 2007. Este céalculo consiste em determinar a diluicdo do soro que
reduz em 50% o numero de placas de lise obtidas no controle viral, ou seja, o titulo de
anticorpos € determinado por interpolacdo das diluicbes correspondentes aos
nameros de placas de lise imediatamente acima e abaixo do valor de end point (50%)

do teste. Sendo o mesmo expresso em reciproca da diluicdo.
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4.7. Padronizacdo da técnica

De forma a definir um teste que proporcione melhor visualizacdo do fenétipo de
placa de lise, ou seja, que apresente qualidade na definicdo atrelado a diluicéo viral,
diferentes condi¢cbes analiticas foram analisadas. Os seguintes aspectos foram
avaliados: tipos de tampdes para o controle de pH, concentragdo da solugcdo semi-
s6lida/CMC, tempo de incubacdo final, tempo de neutralizacdo (mimetizando o
PRNT), e o tempo de adsorcao e sedimentacédo celular (3, 5 e 24 horas). As condicdes

analiticas foram avaliadas por comparacédo qualitativa entre os resultados obtidos.

4.7.1. Tipos de tampdes

A concentracédo do tampdo HEPES é de 1 mol/L, com pH ajustado para 7,2. A
solucéo pronta foi adicionada nos respectivos diluentes, em um volume que favoreceu
0 tamponamento.

Foram preparadas 2 formulagdes distintas de diluentes para os testes. O primeiro
diluente contendo como tampao apenas a solucdo de bicarbonato de sédio e o
segundo contendo solugdo HEPES (Hepes sodium salt - HEPES (marca (Sigma;, lote

H3784; formula molecular CsH17N204SNa) e solucéo de bicarbonato de sédio.

Entao:

1° diluente:

A composicao do primeiro diluente para a diluicdo viral foi de: meio 199 com sais
de Earle’s tamponado com 5% de bicarbonato de sodio (4,4% gaseificado), 1% de
antibiético (gentamicina diluida 1/10) e 0,4% de fungizona.

O outro diluente foi preparado nas mesmas concentracdes definidas no
paragrafo acima, sendo suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) para o

preparo da suspenséo celular.
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20 diluente:

A composicéo do segundo diluente para a diluic&o viral foi de: meio 199 com sais
de Earle’s, tamponado com 0,5% de bicarbonato de sodio (4,4% gaseificado) e com
1,5% de HEPES, 1% de antibiotico (gentamicina diluida 1/10) e 0,4% de fungizona.

O outro diluente foi preparado nas mesmas concentracdes descritas no
paragrafo acima, sendo suplementado com 5% de SFB para o preparo da suspensao

celular.

4.7.2. Concentracdo da solucdo semi-sélida/CMC

O preparo da solucao semi-solida, consiste em pesar 90g de po, diluir em 3 litros
de &gua destilada e autoclavar a 121° graus por 30 minutos.

O CMC (Sigma; lote 080M0026V; formula molecular C28H30Na8027) foi
preparado com meio 199 com sais de Earle’s, tamponado com 5% de bicarbonato de
sédio (4,4% gaseificado), 1% de antibiético (gentamicina diluida 1/10) e 0,4% de
fungizona, suplementado com 5% de SFB. No momento do uso foi diluido em agua

nas concentracdes de 1,5% e 2%.

4.7.3. Defini¢cdo da condicdo analitica e da diluicdo viral pela técnica PRNT

Para definir uma diluicdo que proporcione uma concentracdo aproximada de 30
UFP/poco (quantidade minima que caracteriza a sensibilidade do teste) (Simdes,
2011) é necessério que se faca uma diluicdo do virus nos mesmos moldes do teste.

O experimento para determinar a diluicdo do virus com as altera¢des analiticas
do teste decorreu da seguinte forma: primeiramente o virus foi descongelado e diluido
1:10 com o 1° e o 2° diluente (suspensdes distintas). Em seguida, 100 pl dessas
suspensdes virais foram adicionadas em cada um dos 7 pocos (A-G) correspondentes

a coluna 1 da placa de 96 pocos, conforme a Figura 8.
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Placa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 10 20 40 80 160 320 640 | 1280 | 2560 | 5120 | 10240 | 20480
B R R R R R R R R R R R R
C R R R R R R R R R R R R
D R R R R R R R R R R R R
E R R R R R R R R R R R R
F R R R R R R R R R R R R
G R R R R R R R R R R R R
H cc cc cc cc cc cc cc cc cc cc cc cc

Figura 8 - Esquema de diluicdo seriada do virus numa placa de 96 pogos. Cada coluna
corresponde a 7 réplicas de cada diluicdo viral descrita na linha A. R — replicada de cada

diluicdo citada na linha A.

ApoOs esse procedimento foram adicionados 50 pl dos respectivos diluentes (1°
e 2°) em todos 0s pocos da placa, exceto na coluna 1. Em seguida, o virus foi diluido
seriadamente (de forma horizontal na placa) no fator 2, iniciando-se em 1:10 (coluna
1) e finalizando em 1:20480 (coluna 12). Em seguida foram distribuidos 50ul de
diluente em todos os pocos da placa de 96 pocos. As placas foram incubadas a 37°C
em estufa de CO2 e em estufa B.O.D. para a contemplar a etapa de neutralizagéo
(mimetizando o PRNT) de 1 e 2 horas. Completada esta etapa, o volume de 50ul de
suspensao celular foi adicionado a todos os pocos da placa, posteriormente sendo
submetidos ao intervalo de adsorcao e sedimentacéo de 3, 5 e 24 horas. A linha H foi
destinada ao controle celular. Ao término do intervalo de adsorcao/sedimentacéao
foram adicionados 100ul de CMC nas concentracfes de 1,5% e 2% para a incubacéo
final a 37°C por 2, 3, 4 e 5 dias. Decorridos os dias de incubacgéo, as placas foram
fixadas com solugéo de formaldeido 5% e coradas com cristal violeta a 2%. Ao todo
foram avaliadas 48 placas de virus, com cada placa de 96 pocos sendo

correspondente a uma condicdo analitica do teste, conforme o quadro 3.
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Andlise das condicdes analiticas do teste.

Tempo de
Placa | Neutralizacao Tempo de Tampédo | Concentracdo | Incubacéo
(M) sedimentacao | no diluente de CMC final
(h) celular (h)
1 Hepes 1,5%
2 3 NaHCOs 2%
3 Hepes 1,5%
4 1 5 NaHCOs 2% 2(d)
5 Hepes 1,5%
6 24 NaHCO3 2%
7 Hepes 1,5%
8 3 NaHCOs 2%
9 2 Hepes 1,5% 2(d)
10 5 NaHCO3 2%
11 hepes 1,5%
12 24 NaHCOs 2%
13 Hepes 1,5%
14 3 NaHCOs 2%
15 Hepes 1,5% 3(d)
16 1 5 NaHCO3 2%
17 Hepes 1,5%
18 24 NaHCOs 2%
19 Hepes 1,5%
20 3 NaHCOs 2%
21 Hepes 1,5%
22 2 5 NaHCOs 2% 3(d)
23 Hepes 1,5%
24 24 NaHCOs 2%
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Continuacéao

25 Hepes 1,5%

26 3 NaHCOs 2%

27 Hepes 1,5%

28 1 5 NaHCOs 2% 4(d)
29 Hepes 1,5%

30 24 NaHCOs 2%

31 Hepes 1,5%

32 3 NaHCOs 2%

33 Hepes 1,5%

34 2 5 NaHCOs 2% 4(d)
35 Hepes 1,5%

36 24 NaHCOs 2%

37 Hepes 1,5%

38 3 NaHCOs 2%

39 Hepes 1,5% 5(d)
40 1 5 NaHCOs 2%

41 Hepes 1,5%

42 24 NaHCOs 2%

43 Hepes 1,5%

44 3 NaHCOs 2%

45 Hepes 1,5% 5(d)
46 2 5 NaHCOs 2%

47 Hepes 1,5%

48 24 NaHCOs 2%

Quadro 3 - Representacdo esquematica das condicdes analiticas avaliadas nos moldes do

ensaio de PRNT. (M): mimetizag&o da etapa de neutralizacéo, (h): hora e (d): dias.

AplOs a execucdo do experimento descrito anteriormente, 0s ensaios para
analise das condi¢bes analiticas foram desmembrados e realizados em 4 dias de

experimentos distintos, variando o tempo de incubacéo final (2, 3, 4 e 5 dias). Apenas
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0 ensaio com incubacao final de 2 dias avaliou o tempo de adsorcédo/sedimentacdo

celular com 24 horas. O desenho experimental esta representado no Quadro 4.

Para cada dia de experimento, o procedimento de dilui¢cdo viral seguiu conforme

descrito acima, ou seja, o virus foi diluido seriadamente de 1:10 até 1:20480 e

qguantificado em 7 réplicas em cada placa de 96 pocos. Os resultados foram avaliados

através de comparacdes qualitativas das placas de lise, no propésito de definir uma

Unica condicdo analitica com uma diluig&o viral adequada ao teste.

Quadro 4 - Representacdo esquematica das condi¢des analiticas executadas nos 4 ensaios

variando o tempo de incubacao final. (M): mimetizacéo da etapa de neutralizacéo, (h): hora e

(d): dias.
Condicdo | Tempo de Tempo de Tampédo | Concentracao | Incubacao
Analitica | neutralizacdo | sedimentacao no de CMC final
Placa (M) (h) celular (h) diluente
1 Hepes
2 3 NaHCOs
1° 3 Hepes
dia 4 1 5 NaHCOs 1,5% 2(d)
5 Hepes
6 24 NaHCO3
7 Hepes
2° 8 3 NaHCOs
dia 9 ! Hepes L% 3
10 5 NaHCOs
11 Hepes
3° 12 3 NaHCOs
dia] 13 ! Hepes 1% )
14 > NaHCOs
15 Hepes
40 16 3 NaHCO3
dia 17 ! Hepes Lo% >
18 > NaHCOs
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4.7.4. Avaliacédo do periodo de “neutralizagao” viral (mimetizando a neutralizacao)

A partir da diluicdo eleita anteriormente no experimento que avaliou diferentes
diluicdes virais, foram preparadas trés suspensdes virais: 1:1280 (diluicdo eleita),
1:640 (diluicdo imediatamente inferior) e 1:2560 (diluicdo imediatamente superior),
incluindo melhor diluente (1° diluente), concentragdo de CMC (1,5%) e tempo de
incubacéo final (4 dias). Essas suspensfes foram avaliadas em diferentes tempos de
incubacéo (1 e 2 horas), mimetizando a neutralizacao.

Duas placas de 96 pocos foram utilizadas no teste. Primeiramente o virus foi
descongelado e imediatamente diluido em frasco estéril (diluicdes citadas acima). O
volume de 50pul de cada suspenséo viral foi adicionado em 32 pocos da placa de 96
pocos, seguido pela adicdo de 50l de diluente. A 12 placa foi acondicionada em estufa
de CO2 a 37°C sob 1 hora de incubacéo e a 22 placa acondicionada em estufa de CO2
a 37°C sob 2 horas de incubacao. Apoés o periodo de incubacédo de cada placa, 50 pl
de suspenséo celular (800.000céls/mL) foram adiciionados nas respectivas placas de
96 pocos. Este experimento foi realizado por trés dias distintos. Para melhor

compreensao segue o desenho experimental na Figura 9.

Placa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
c
D
E
F
G
H
SuUsP 1: 640 1: 1280 1: 2560
Viral

Figura 9 - Esquema de distribuicdo das trés diferentes suspensdes virais na placa de 96 po¢os
para avaliar o tempo de incubacéo viral (1 e 2 horas). (1-4): suspensao viral 1:640; (5-8):

suspenséo viral 1:1280; (9-12): suspenséo viral 1:2560.
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A analise dos dados decorreu através dos testes de hipotese de forma a

considerar as médias de cada suspensao viral.

Foram formuladas as seguintes hipoteses:

HO: pl1 = p2. As meédias das suspensdes virais submetidas a 1 e 2 horas de

incubag&o eram iguais;

H1: u1 # p2. As médias das suspensdes virais submetidas a 1 e 2 horas de

incubacdo ndo eram iguais.

Os testes foram calculados com base no teste T de Student, pareado, bicaudal,
com nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o programa estatistico R (R Core Team,
2013).

4.7.5. Avaliacéo do periodo de 1 e 2 horas de neutralizacéo

Foram realizadas 20 dosagens do soro padrdo in house MAX(C+) (positivo para
a presenca de anticorpos neutralizantes) e 20 dosagens do soro in house AA 21(C-)
(negativo para a presenca de anticorpos neutralizantes) com a suspenséao viral de
1:1600, definida no item acima através de célculo mateméatico de regressao linear
(virus desafio). Esse ensaio foi realizado em dois dias distintos, totalizando 40
dosagens de cada soro mencionado.

Cada soro padrao foi dosado 20 vezes e submetido ao intervalo de 1 hora de
neutralizacdo. Em paralelo, os mesmos padrées foram dosados 20 vezes e
submetidos ao intervalo de 2 horas de neutralizagdo. O processo de execucgao
decorreu na seguinte forma: foram adicionados 50ul de diluente em toda a placa,
exceto a linha H, que foi adicionada com 80pl (poco 1 ao 10). A coluna 12 foi destinada
ao controle de virus. Em seguida, foram adicionados 20pul dos soros padrdes na linha
H, com excecédo ao poc¢o 11 e 12. Posteriormente foi realizada a diluicdo seriada,
obedecendo o fator 2 de dilui¢cdo, iniciando em 1:5 (linha H) e finalizando em 1:640
(linha A). Ao final da homogeneizacdo foram desprezados 50ul, para igualar os
volumes na placa. A partir de entdo, adicionou-se 50ul de suspenséo viral diluida a
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1:1600, submetendo cada placa a um intervalo de neutralizacdo (1 e 2 horas), a 37°C,
em estufa de COs2.

As andlises foram direcionadas nas diferencas observadas entre as médias dos
titulos de anticorpos neutralizantes quando submetidos a diferentes intervalos de

tempo de neutralizacao.

Foram formuladas as seguintes hipoteses:

HO: pl = p2. As meédias de titulos de anticorpos obtidas do soro padrédo
submetido a 1 e 2 horas de neutralizacao eram iguais;

H1: pl # p2. As médias de titulos de anticorpos obtidas do soro padréo

submetido a 1 e 2 horas de neutralizacdo ndo eram iguais.

A diferenca entre as médias foi avaliada pelo teste T-Student, pareado, bicaudal,
com nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o programa estatistico R (R Core Team,
2013).

4.8. Ponto de corte e eficiéncia do PRNT frente ao teste ELISA

Apés a definicdo do tempo ideal para a etapa de neutralizacao do teste foram
dosados 75 soros pré e pés-imunizagao, oriundos do “Estudo soroldgico de sarampo,
rubéola e caxumba em criancas de 12 a 15 meses de idade imunizadas com a triplice
viral” para a estimacao de um ponto de corte para o teste.

Cada soro correspondente ao pré e pos vacinacéo, foi dosado de forma pareada
no teste, de acordo com o novo protocolo do método de ensaio PRNT, definido neste
trabalho.

A realizacao do teste em microplacas de 96 pocos iniciou-se pela adicdo de 50ul
de diluente (preparado com meio 199 e suplementado conforme descrito no item
4.5.1) em toda a placa, com exceg¢éao da linha H. Foram adicionados 80 ul de diluente
(poco 1 ao 11), e em seguida foram adicionados 20ul dos soros (amostras), por cada
poco da linha H, com excec¢do do poco 12. Ao término desta etapa, foi realizada a
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diluicdo seriada (fator 2), partindo da diluicdo inicial de 1:5 (linha H) até 1:640 (linha
A). Ao final da homogeneizacéo foram desprezados 50l para igualar o volume na
placa. A partir de entdo foram adicionados 50pul de suspenséo viral (1:1600) em toda
placa, seguida por incubacdo a 37°C por 2 horas em estufa de CO2. Ao final deste
periodo foram adicionados 50uL de suspenséao celular (800.000céls/mL). Completada
a etapa de adsorcao/sedimentacao de 3 horas foram adicionados 100ul de CMC 1,5%.
Apébs 4 dias de incubacdo a 37°C em estufa de CO:2 as placas foram fixadas com
formaldeido a 5% e coradas com cristal a 2%.

As andlises realizadas para a determinacdo de um ponto de corte adequado ao
teste foram realizadas através da Receiver Operating Characteristic (Curva ROC),
utilizando a metodologia de Delong et al. 1988, recomendada pelo MedCalc Software.
Os titulos de PRNT obtidos de cada amostra (soro) foram inseridos em uma tabela
junto com os valores 1 e 0, atribuidos aos resultados positivo e negativo,
respectivamente, quando comparados com os resultados de ELISA. A determinacao
do cut-off foi calculada considerando o indice de Youden, que prop&e encontrar um
valor 6timo que melhor aproxima os parametros de sensibilidade e especificidade do
teste. Além disso, foram avaliados os indices de verossimilhanca e a exatidado global
através da area sob a curva e valores preditivos e negativos para o diagnostico de
caxumba por PRNT, utilizando MedCalc Statistical Software version 15.2.1 (MedCalc
Software bvba, Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org; 2015). Foram definidos
valores percentuais de resultados concordantes e discordantes de PRNT com o

ELISA, utilizando o GraphPad Prism version 5.0a.

4.9. Critérios de aceitacao do teste

4.9.1. Determinacgdo do valor nominal e dos critérios de aceitacédo dos padrdes

Os soros padrdes internos (in House), categorizados como: negativo, positivo
baixo, médio e alto (quanto a concentracdo de anticorpos neutralizantes) foram
dosados pelo PRNT padronizado neste trabalho.

Foram realizados 3 ensaios distintos, com 10 dosagens dos padrdes por ensaio,

totalizando 30 dosagens de cada.
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Para determinacdo do valor nominal dos respectivos padrdes foram calculadas
as médias, os desvios padrdes e os intervalos de confianga de 95% dos titulos das 30
dosagens totais de cada padrdo. Para avaliacdo da faixa de variagcdo, o maior titulo
obsevado foi dividido pelo menor titulo obtido nas 30 dosagens de cada padrdo. Foi

utilizado o programa Excel 2013

4.9.2. Critérios de aceitacao do controle de virus

A partir da definicdo da diluicdo viral de 1:1600 foi realizado um grafico de
histograma de frequéncia no programa Excel 2013 para estabelecer a faixa de

variacdo do controle viral ao longo do estudo.

4.10. Validacéao

4.10.1. Curva de calibracéo

Foram realizadas 3 curvas de calibragéo independentes, que permitiram definir
5 concentracdes: CQA, CQB, CQD, CQM e LIQ. A partir dessas concentracdes foram
avaliadas: precisao intracorrida e intercorrida, exatidao intracorrida e intercorrida e
linearidade do teste.

As 5 concentragOes estao definidas segunda a RDC, como:

*CQA - Amostra de controle de qualidade de alta concentracdo, que
corresponde a uma amostra com a concentracdo entre 75% e 85% da maior

concentracdo da curva de calibracao;

*CQB - Amostra de controle de qualidade de baixa concentracdo, que
corresponde a uma amostra com até 3 vezes o limite inferior de quantificacdo do
método (LIQ);
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* CQD - Amostra de controle de qualidade de diluicdo, que corresponde a

amostra em concentragdo acima da maior concentracdo da curva de calibragao
(CQA);

*CQM - Amostra de controle de qualidade de média concentragdo, que
corresponde a amostra em concentracdo proxima a média entre os limites inferior e

superior de quantificacéo;

* LIQ - Limite inferior de quantificacdo, amostra de menor concentragao na curva

de calibragéo.

As amostras foram preparadas a partir da diluicdo do soro padréo in house 161,
que é sabidamente um soro com titulo elevado de anticorpos neutralizantes para o
virus da caxumba. Apés a diluicdo seriada do soro de 1:2 até 1:1024 (figura 11), cada
diluicdo foi dosada pelo PRNT definido neste estudo.

Foram incluidos no teste um outro padrdo positivo e um padrao negativo. Foram

feitos trés ensaios independentes.

v \ v ¥ § ¥ ¥/ L,
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024

Figura 10 - Diluicdo seriada do soro SIH 161 para a realizacdo da curva de calibracéo.

As diluicbes foram dosadas em 5 réplicas por ensaio (Figura 11), e os padrbes
positivo (CM+) e negativo (AA21) em 3 réplicas por ensaio. O processo de execugao

do teste foi realizado conforme o item 4.8 deste estudo.
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PLACA 1

PLACA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A CcVv
B Ccv
C cv
D CcVv
E cv
F CcVv
G cv
H 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4
PLACA 2
PLACA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A cv
B cv
C CcVv
D cv
E CcVv
F cv
G CcVv
H 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16
PLACA 3
PLACA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A cv
B Ccv
C cv
D Ccv
E Ccv
F cv
G cv
H 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64
PLACA 4
PLACA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A cv
B Cv
C cv
D Cv
E Cv
F cv
G cv
H 1:128 1:128 1:128 1:128 1:128 1:256 | 1:256 1:256 1:256 | 1:256
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PLACAS

PLACA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A cv
B Ccv
C cv
D cv
E Ccv
F cv
G cv
H 1:512 | 1:512 1:512 1:512 1:512 | 1:1024 | 1:1024 | 1:1024 | 1:1024 | 1:1024

PLACA 6

PLACA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Ccv
B Ccv
C cv
D cv
E cv
F Ccv
G Ccv
H CM+ CM+ CM+ AA21 | AA21 AA21

Figura 11 - Distribuicdo das amostras de soro nas 6 placas de 96 pocos para a obtencéo da
curva de calibragcédo. Cada diluicdo do soro previamente preparada foi dosada em 5 réplicas.
(CV): controle de virus, (CM+): padrao positivo, (AA21): padrao negativo.

As respectivas concentragdes: LIQ, CQA, CQB, CQD e CQM, foram definidas

através da média dos titulos obtidos nas 3 curvas de calibracao.

4.10.2. Precisao Intracorrida e intercorrida

A avaliagdo da precisdo intracorrida foi realizada através do coeficiente de
variacdo da média dos titulos em log de cada concentracdo (LIQ, CQA, CQB, CQD e
CQM) de uma curva de calibracdo. A precisdo intercorrida foi realizada atraves do
coeficiente de variacdo de cada concentracdo (LIQ, CQA, CQB, CQD e CQM),

referente as 3 curvas de calibracao.
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Segundo a RDC 27 os valores obtidos néo deverao ultrapassar 15%, exceto para

o LIQ, para o qual ndo se admite valores maiores que 20%.

4.10.3. Exatidao Intracorrida e Intercorrida

A avaliacao da exatidao foi expressa pelo erro padréo relativo (EPR) para cada
uma das 5 concentracdes (LIQ, CQA, CQB, CQD e CQM), conforme a formula (3). Na
exatidao intracorrida foi utilizada a curva trés, na qual cada ponto da curva foi avaliado
guanto ao valor experimental frente ao valor nominal. Na exatidao intercorrida foram

avaliadas as trés curvas.

Férmula 3:

EPR = (Concentracdo média experimental - Valor nominal) X 100
Valor nominal

N&o foram admitidos valores que ultrapassem a faixa de 15% em relacdo ao
valor nominal, exceto para o LIQ, para o qual ndo se admitem valores fora da faixa de
20%. Para avaliar a exatidao intercorrida, o calculo foi efetuado conforme citado para

o intraensaio, sendo neste caso considerados os resultados dos trés dias de ensaios.

4.10.4. Seletividade (especificidade)

Para avaliar a especificidade do PRNT para caxumba foi utilizado um soro
padrao SIH 142 positivo para caxumba e negativo para sarampo, como soro desafio
no teste. Para tanto, ensaios distintos utilizando como virus desafio o virus de sarampo
e de caxumba foram realizados. Numa placa de 96 pocos, o soro citado foi dosado
em 3 réplicas, sendo o mesmo desafiado com o virus caxumba. Foram incluidos no
teste os padroes AA61(-) e o MAX(+) para caxumba. Em outra placa de 96 pocos foi

realizado o mesmo esquema de dosagens, sendo desafiado com o virus do sarampo,
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conforme a figura 12. Foram incluidos no teste os padroes AA61(-) e 0 60/12 (+) para

sarampo.
Placa 1
Placa 1 2 3 4 5 10 11 12
A | SIH(+ | SIH(+ | SIH(* | AA61 | MAX Y Y] cV
B SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 | MAX Y] Y] cV
C SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 MAX Ccv Cv CVv
D SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 MAX Ccv Cv CVv
E SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 MAX Ccv Cv CVv
F SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 | MAX Y Y] cv
G | SIH(# | SIH(+ | SIH(+ | AA6L | MAX Y Y] cV
H | SIH(* | SIH( | SIH* | AA6L | MAX Y] Y] cv
Placa 2
Placa 1 2 3 4 5 10 11 12
A SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 | 60/12 Ccv CVv CVv
B SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 | 60/12 Ccv CVv CVv
C SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 | 60/12 cv cv cv
D SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 | 60/12 cv cv cv
E SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 | 60/12 cv cv cv
F SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 | 60/12 Ccv CVv CVv
G SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 | 60/12 Ccv CVv CVv
H SIH(+ | SIH(+ | SIH(+ | AA61 | 60/12 Ccv CVv CVv

Figura 12 - Distribuicdo dos soros nas placas de 96 pocos para verificar a especificidade. SIH

142(+) — soro positivo para caxumba e negativo para sarampo, AA61(-) — soro padréao

negativo para caxumba e o padrdo MAX positivo para a caxumba. 60/12 soros padréo positivo

para sarampo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cinética viral

A primeira etapa deste trabalho consistiu em avaliar o perfil cinético do virus do
estoque original (ManchS1/UK/95) em diferentes multiplicidades de infeccédo (MOIs)
(0,1; 0,01; 0,001) com o objetivo de definir a melhor concentracéo viral a ser usada
como indculo. A condigdo de MOI escolhida deve ser uma relacdo harménica entre a
quantidade de virus e uma determinada quantidade de células, culminando com um
pico de producéo de virus infecciosos num determinado dia pos-infecgéo.

O grafico 1 mostra que para todas as variacdes empregadas, o segundo dia de
producdo viral foi o que apresentou a maior quantidade de virus infecciosos. A melhor
condicdo encontrada foi observada na garrafa F, ou seja, com o MOI de 0,001 e
densidade celular de 233.000 cel/mL.

Os resultados obtidos no primeiro ensaio de titulagdo foram repetidos em outro
ensaio independente para confirmagédo. A partir dos resultados obtidos foi calculada a
média. Cada média corresponde a titulagdo viral obtida em cada dia de cultivo pés-
infeccdo para cada garrafa analisada (A, B, C, D, E e F). Conforme observado, a partir
do 2° dia p6s-infec¢éo, nao foi possivel determinar diferencas nas médias da titulacéo
viral entre as diferentes garrafas se considerarmos os intervalos de confianca de 95%
dessas médias (tracejado pontilhado). Dessa forma, foi observado que no 2° dia pés-
infeccdo, houve diferenca significativa na média da titulacdo viral na garrafa F em
relacdo as outras garrafas no mesmo ponto temporal. A tabela 2 mostra a média dos
titulos de cada garrafa em UFP/mL (relativo aos dois ensaios de titulagéo) e o intervalo
de confianca de 95% correspondente apenas ao segundo o dia pds-infec¢édo (DPI).
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Tabela 2 - Titulo viral de todas as garrafas (A, B, C, D, E, F) referente a 2° DPI.

2°DPI
Garrafa Log UFP/mL IC95%
A 4,52 [3.41; 5.62]
B 5,16 [4.66; 5.65]
C 5,54 [5.4; 5.69]
D 5,76 [5.74; 5.78]
E 5,67 [5.57; 5.77]
F 6,47 [6.39; 6.55]

Cinética Caxumba

Log10(Contagem)

T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Dias Pés-infecgédo

Grafico 1 - Andlise do perfil cinético do virus da caxumba — Cada ponto de cada linha
corresponde a média da titulac&o viral observada em cada garrafa, a cada dia pds-infecc¢ao.
As linhas correspondem as letras que representam as diferentes condi¢des de infecgéo (A —
MOI 0,1; 70.000céls/mL; B — MOI 0,1; 233.000céls/mL; C — MOI 0,01- 70.000céls/mL; D —
MOI 0,01- 233.000céls/mL; E — MOI 0,001- 30.000 céls/mL; F —MOI 0,001 - 233.000céls/mL).
As linhas tracejadas representam o intervalo de confianga de 95% das médias para as

diferentes garrafas ao longo do tempo de pés-infeccao.
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5.2. Quantificacdo de RNA e proteina viral

Na&o foi possivel observar correlacdes lineares significativas entre a quantificacao
de RNA total e a quantificacdo de proteina viral para qualquer das garrafas (A, B, C,
D, E e F). Porém, na garrafa F observamos um resultado sugestivo de correlacédo

linear (rho=64,1%; p-valor=0,087) entre essas duas medidas.
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Figura 13 — Analise de correlacdo linear de RNA e Proteina de cada garrafa. Cada gréfico
corresponde a correlagéo linear entre a quantificacdo de proteina total e a quantificacdo de
RNA total de todo o perfil de propagacéo viral (8 dias) de cada garrafa (A, B, C, D, E, e F).
Nenhum dos graficos apresentam correlacéo linear proxima a 1 ou significativa, ou seja, com

p-valores observados inferiores ou iguais a 0,05.
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Nenhum dos graficos da figura 13 apresentaram correlacdo linear proxima a 1
ou significativa, ou seja, com p-valores observados inferiores ou iguais a 0,05.

A ndo correlagdo de proteina e RNA pode estar relacionada a adogdo de
diferentes protocolos de obtencdo e quantificacdo. A quantificacdo de proteinas foi
realizada a partir do sobrenadante, contendo particulas virais e apesar da
centrifugacédo, a amostra nao foi purificada, podendo conter uma propor¢céo de
proteinas celulares. Em relagdo a quantificagdo de RNA, o mesmo foi submetido ao
processo de extracdo total, onde também pode conter outros RNAs que nao sejam da
particula viral.

O perfil cinético possibilita uma adequacdo de propagacdo viral de modo
sistematizado, favorecendo a probabilidade de obtencdo de particulas completas
(infectantes) (Ammour Y. et al., 2013).

Particulas virais incompletas ndo infectam a célula hospedeira, acarretando
dessa forma, em resultados duvidosos, sugerindo um resultado positivo para a
presenca de anticorpos na amostra de soro, ou seja, um falso positivo no teste.

A elaboracdo de um protocolo de producéo viral garante qualidade ao insumo
produzido e, consequentemente, na sorologia proposta (PRNT) (Timiryasova T.M.et
al., 2013).

Para confirmar os resultados obtidos na 12 cinética, evidenciando que o MOI de
0,001 com 233.000 cel/mL apresentou resultados satisfatérios de propagacéo de virus
infecciosos, realizou-se uma nova cinética viral (22 cinética). Foi confeccionada uma
garrafa de 175 cm? apenas com a MOI previamente definido e foram realizadas
coletas diarias de sobrenadante por 8 dias consecutivos (considerando o dia 0 pés-
infeccdo, que significa coleta e analise do sobrenadante, imediatamente apés a
inoculacao do virus na garrafa) os quais foram congelados no freezer a -70°C. Para
esta 22 cinética foi avaliado apenas o perfil de infecciosidade do virus pelo método de
titulacdo em placa de 24 pocos. Os resultados mostram propagacao de virus
infecciosos no 2° dia pds- infec¢cdo, com um titulo de 6,63 Logio, € no 3° dia um pico
de virus com o titulo de 7,02Logzo.

O MOI de 0,001 com 233.000 cel/mL na 12 cinética mostra um pico no 2° dia de
pos-infeccdo ser a melhor condicdo observada, no entanto, a producédo de virus
estoque foi realizada no 3° dia pos-infeccdo, uma vez que, a 22 cinética apresentou
melhor titulo de virus infecciosos. O lote viral produzido nestas condi¢gfes teve o titulo
de 6,76 Logio UFP/mL.
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5.3. Avaliacéo das diferentes condi¢cdes analiticas testadas na padronizacéo
do teste

A primeira abordagem realizada para definir a melhor condi¢cdo analitica foi
executada em um Unico ensaio com a participacdo de 5 operadores, no qual cada
operador foi responsavel em titular o virus em um set de 12 placas. Cada placa
correspondia a uma condi¢do analitica distinta.

Devido as varias etapas distintas do processo e a quantidade de placas a ser
processada por cada operador, essa estratégia de andlise das diferentes condicdes
analiticas ndo resultou em dados satisfatorios.

Observou-se que os operadores trabalharam em ritmos diferentes, refletindo,
consequentemente, em diferentes intervalos de tempo nas incubagoes,
comprometendo a analise na etapa de mimetizacdo da neutralizacdo (os intervalos
pré-definidos nao foram cumpridos).

Algumas placas apresentaram boa definicdo do fenoétipo da placa de lise,
independente da concentracdo de meio semi-sélido (CMC) utilizado, ou seja (1,5% ou
2%).

Em virtude dos resultados obtidos (dados ndo mostrados) realizou-se outra
estratégia de analise, em que o experimento inicial foi executado de forma
fragmentada, ou seja, totalizando 4 dias de experimentos distintos. Nessa abordagem
utilizou-se o CMC na concentracéo de 1,5%, uma vez que 0 mesmo apresentou no 1°
ensaio de padronizacao resultados satisfatérios quanto a definicdo da placa de lise.
Na etapa de neutralizacdo todas as placas foram incubadas (mimetizando a
neutralizag&o) por uma hora.

Cada figura (fotografia das placas) corresponde ao conjunto de 4 placas de 96
pocos (exceto a incubacéo final de 2 dias, em que foram feitas 2 placas), tendo em
comum as mesmas condi¢des analiticas: 1 hora de neutralizacdo, 3 ou 5 horas de
adsorcao e o uso do diluente com tampé&o Hepes ou com tampéo bicarbonato de
sédio. As placas 5 e 6 (com o intervalo de adsor¢édo e sedimentacdo de 24 horas e
tempo de incubacéo final de dois dias) foram analisadas a parte (figura 18). Os
guadros mostram as imagens de resolugcéao aproximada das placas de lise do poco de
cada placa de 96 pocos. O conjunto das imagens das placas de 96 pocos foram
avaliadas de forma qualitativa, comparando tamanho e resolucéo do fenétipo da placa

de lise, atrelada a poténcia viral.
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5.3.1.Determinagéo do tempo de incubagéo final

Nesta fase da padronizacéo foram realizadas comparacdes de carater qualitativo

dos fendtipos das placas de lise. A escolha do melhor tempo de incubacgéo se baseou

no melhor tamanho e definicdo das placas de lise, de acordo com o tempo de
incubacéo final, atrelado a poténcia viral.

condicao analitica com o uso do tampao HEPES (2° diluente) com diferenca apenas

na incubagéo final.

Quadro 5 - Selecéo da condigédo analitica do teste (2° diluente/ HEPES), a partir do tempo de

A figura 14 e o quadro 5 apresenta a

incubacéao final. Cada orificio corresponde uma placa de 96 pocos representada na figura 14,

que corresponde: placa 1 (2 dias de incubacgéo final), placa 7 (3 dias de incubacéo final), placa

11 (4 dias incubacéo final) e placa 15 (5 dias incubacéao final). N — tempo de neutralizagéo,

ADS — tempo de adsorcao e sedimentacao celular.

Incubacao final

Imagens dos

Condicé&o analitica Placas _
(dias) pOGOoS
1 2
7 3
1 N.;3 ADS.; HEPES
11 4
15 5
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1 2 dias de incubacéo final 7 3 dias de incubacéo final

Nmm

Callular “achioiogy L. 2002-2008 all dghts resanad Calllar “echiology LK. 2002-2008 all rights mesaraay

11 4 dias de incubacao final 15 5 dias de incubacéo final

Callular “echiology L. 2002-2008 all Aghts "esansad

Callilar “echiology LK. 2002-2008 all rights mesaraad

Figura 14 - Determinacédo do tempo de Incubag&o com 2° diluente: As placas possuem mesma
condicao analitica com diferentes dias de incubacao final. Placa 1: 2 dias, Placa 7: 3 dias;
Placa 11: 4 dias; Placa 15: 5 dias. A linha vermelha das placas 11 e 15, delimita a coluna
(correspondente a diluicdo do virus) passivel de contagem das placas de lise.

Como podemos observar no quadro 5, o tempo de incubacéo final de 2 dias
nao foi suficiente para visualizar o efeito citopatico na monocamada celular. A partir
de 3 dias de incubacéao final, a lise celular ja pode ser observada. Porém, somente
com 4 dias (placa 11), o fenotipo das placas de lise demonstrou tamanho adequado a
contagem. Ao avaliar a poténcia viral (analise qualitativa), tanto com 4 dias como o de
5 dias, a possibilidade contagem (em torno de 30 placas de lise/poco) estaria em
diluicbes bem proximas, conforme as colunas marcadas em vermelho, como mostrado

na figura 14. Apesar de, com 5 dias de incubacao final ndo apresentar placas de lise
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gigantes (quadro 5), a escolha da incubacéo final de 4 dias minimiza a subjetividade
da contagem, uma vez que o Muv apresenta como caracteristica a formacao de
sincicios, além da obtencéo mais rapida de uma resposta.

O quadro 6 apresenta o segundo grupo de imagens analisadas, com a seguinte
condicdo analitica: 1 hora de neutralizacéo, 3 horas de adsor¢cdo e o uso do tampéo

bicarbonato de sddio (1° diluente), com diferenca apenas na incubacéao final.

Quadro 6 - Selecéo da condicao analitica do teste (1° diluente), a partir do tempo de incubacao
final. Cada orificio corresponde uma placa de 96 pocos representada na figura 15, que
corresponde: placa 2 (2 dias de incubacéao final) placa 8 (3 dias de incubacéo final), placa 12
(4 dias incubacéo final) e placa 16 (5 dias incubacéao final). N — tempo de neutralizacdo, ADS
— tempo de adsorgéo e sedimentacdo celular.

_ » Incubacao final Imagens dos
Condicéo analitica Placas _
(dias) pPOCOS
2 2
8 3
IN.;3 ADS.;
Bicarbonato de
sodio 12 q
16 5

Como observado no quadro anterior, o tempo de incubacéo final de 2 dias nao
foi suficiente para visualizar o efeito citopatico na monocamada celular (quadro 6). A
partir de 3 dias de incubacéao final, a lise celular ja pode ser observada. Novamente,

com 4 dias de incubacéo final (placa 12), o mesmo apresenta melhor definicdo do
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fendtipo de placa de lise. Outro fator importante desta analise, € que o fenétipo das
placas de lise (analise qualitativa) foi indiferente quanto ao uso dos dois diluentes
(tampao HEPES quanto ao tamp&o Bicarbonato de sodio). O mesmo se observa com
relacdo a poténcia viral, ou seja, com 4 ou 5 dias de incubacéo final, a possibilidade
de contagem das placas de lise (30 placas de lise/poco) esta em diluicbes bem

proximas, conforme as colunas marcadas em vermelho como mostrado na figura 15.

2 2 dias de incubacéo final 8 3 dias de incubacao final
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| Cellukar Techrology Lid.. 2003-2008 all rights reserved.

12 4 dias de incubagéo final 16 5 dias de incubacéo final

| Cellutaar Terhrologzy Li.. 2002-2008 all rights reseresd. | Cellutar Tecnsogy L. 2003-2008 &1 rights reserves

Figura 15 - Determinagdo do tempo de incubagdo com 1° diluente. As placas possuem a
mesma condi¢do analitica com diferencas na incubacéo final. Placa 2: 2 dias; Placa 8: 3 dias,
Placa 12: 4 dias; Placa 16: 5 dias. A linha vermelha das placas 12 e 16, delimita a coluna

(correspondente a diluicdo do virus) passivel de contagem das placas de lise.
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5.3.2. Determinacdo do tempo de adsor¢ao

Para esta analise foram avaliados trés tempos de adsorcéo: 3 horas (quadro 6,
figura 15), 5 horas (quadro 7, figura 16) e 24 horas de adsorcao (quadro 9, figura 18).
As condi¢Bes analiticas que nao apresentaram potencial de melhora no teste foram
avaliadas a parte (como por exemplo, tempo de adsorgéo de 24 horas, que seria mais
laborioso e ndo representou nenhum incremento ao teste). O quadro 7 representa o
grupo de imagens com as seguintes condicdes analiticas: 1 hora de neutralizacéo, 5
horas de adsorgéo e o uso do 2° diluente (tamp&o HEPES), com diferentes dias de
incubacéo final.

Quadro 7 - Selecao da condicdo analitica do teste a partir do tempo de adsor¢éo de 5 horas
com 2° diluente. Cada orificio corresponde uma placa de 96 pocos representada na figura 16,
que corresponde: placa 3 (2 dias de incubacéao final) placa 9 (3 dias de incubacéo final), placa
13 (4 dias incubagcéo final) e placa 17 (5 dias incubacao final). N — tempo de neutralizacéo,
ADS — tempo de adsorcao e sedimentacao celular.

Condicao analitica Placas Incubaf;ao final Imagens dos
(dias) pocos
3 2
9 3
1N.; 5ADS;
HEPES
13 4
17 5
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3 2 dias de incubacéo final 9 3 dias de incubacao final
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13 4 dias de incubacao final 17 5 dias de incubacéo final
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Figura 16 - Determinacdo do tempo de adsorcdo com o 2° diluente. As placas possuem a
mesma condicao analitica com diferentes tempos de incubacao final. Placa 3: 2 dias; Placa 9:
3 dias; Placa 13: 4 dias; Placa 17: 5 dias.

As imagens fotograficas das placas de lise revelam o mesmo padrdo de
resposta observado nas analises realizadas com relagéo ao tempo de incubacgéo final,
ou seja, o intervalo de 5 horas de adsorcdo com 2 dias de incubacéo final, ainda é
inferior ao necessario para visualizar a lise da monocamada celular. Com 3 dias de
incubacéo final as placas de lise comecam a ser observadas, mas somente com 4
dias de incubacéo final (placa 13) (quadro 7), o efeito citopatico desejado € alcangado.
O mesmo se observa com relacdo a poténcia viral, ou seja, com 4 ou 5 dias de
incubacéo final, a possibilidade de contagem das placas de lise (30 placas de
lise/poco) estd em diluicdes bem proximas, conforme as colunas marcadas em

vermelho como mostrado na figura 16.
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Portanto, ndo se justificaria o aumento do tempo de adsorcdo de 3 horas para
5 horas, pois ndo ocorre nenhuma mudanca na qualidade do fendtipo da placa de lise,
e nem no aumento da poténcia do virus. A mesma analise também foi realizada na
presenca do 1 ° diluente (tampé&o Bicarbonato de sddio) (quadro 8, figura 17 e quadro
6, figura 15).

Quadro 8 - Selecdo da condicdo analitica do teste a partir do tempo de adsorcdo de 5 horas

com 1° diluente. N — neutralizagao, ADS — adsorcéo e sedimentac¢éao celular.

. » Incubacao final Imagens dos
Condicéo analitica Placas .
(dias) pocos
4 2 .
10 3 :
1 N.;5 ADS;;
Bicarbonato de
sodio
14 4
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Figura 17 - Determinagdo do tempo de adsor¢cdo com o 1° diluente: As placas possuem a
mesma condi¢do analitica com diferentes tempos de incubacéo final. Placa 4: 2 dias; Placa
10: 3 dias; Placa 14: 4 dias; Placa 18: 5 dias.

As imagens mostram o mesmo perfil de qualidade fenotipica da placa de lise,
semelhante ao observado com o uso do 2° diluente. O mesmo se observa com relagéo
a poténcia viral, ou seja, com 4 ou 5 dias de incubacéo final, a possibilidade de
contagem das placas de lise (30 placas de lise/poc¢o) estd em diluicdes bem préximas,

conforme as colunas marcadas em vermelho.
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A Ultima anélise do tempo de adsorcédo foi com o periodo de 24 horas e com

incubacéo final de 2 dias. Para esta analise também foi avaliado o uso do 1° e 2°

diluentes (figura 18).

2 dias de incubagéo final

| Cellutar Techrology LIz , 20032908 all rights reserves

| Cellutar Techrology Lig , 2002-2308 all rghts reserved

Figura 18 - Determinac¢do do tempo de adsor¢cdo com o 1° e 2° diluente. As placas possuem

mesmo tempo de incubacdao final, com diferengas nos tampdes utilizados. Placa 5: 2° diluente

(com HEPES); Placa 6: 1° diluente (com bicarbonato de sédio).

Quadro 9 - Selecao da condigdo analitica do teste a partir do tempo de adsorcao de 24 horas

com 1° diluente e 2° diluente. Com 2 dias de incubacéo final, N — neutralizagdo, ADS —

adsorcao e sedimentacgéo celular.

_ i Incubagéo Imagens dos
Condigéo analitica Placas _ _
final (dias) pocos
1 N.;24 ADS.; HEPES 5 2
1 N.;24 ADS.; 6 2
Bicarbonato de sodio
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Os resultados referentes as placas 5 e 6 (com 24 horas de adsorcéo e diluente
formulado com HEPES e com bicarbonato de sodio, respectivamente), como mostra
a figura 18, ndo refletiram num aumento consideravel na poténcia viral. Com relacdo
as placas de lise, as mesmas apresentaram contornos disformes e irregulares,
dificultando a contagem.

Frente aos diferentes tempos de adsorcao testados e sedimentacao celular (3, 5
e 24 horas), o tempo de 3 horas foi escolhido jA que os demais ndo mostraram
incremento nem na poténcia do virus, nem no delineamento e definicdo das placas de
lise que justificassem a alteracdo de protocolo. As incubacdes finais de 2, 3, 4 e 5 dias
impactam diretamente na formacgao da placa de lise, ou seja, no tamanho e defini¢ao.

No que diz respeito a incubacao final de 2 dias, seja com tempo de adsorgéo e
sedimentacao celular de 3 ou 5 horas, observou-se a formacéo da placa de lise, mas
de tamanho muito reduzido; o que significa que ndo houve tempo suficiente do virus
fazer o efeito citopatico de maneira que pudesse ser visualizada. Por sua vez, a
incubacéo final de 2 dias com 24 horas de adsor¢cao (avaliada a parte) foi capaz de
evidenciar o efeito citopatico, porém com contornos irregulares nas bordas da placa

de lise, o que dificulta a resolucédo do teste.

5.3.3. Definicdo da condic&o analitica para o teste

Para determinar qual condicao analitica que melhor define o fenétipo da placa
de lise no menor intervalo de tempo possivel foram selecionadas as 4 placas de 96
pocos correspondentes as diferentes condi¢cdes analiticas (3h ou 5h de adsorcao;
diluente com Hepes ou Bicarbonato) com tempo de incubacao final de 4 dias, ja que
este intervalo apresentou o melhor fenétipo (quadro 10).

Em cada uma destas placas foram contadas 7 réplicas de virus e calculadas as
respectivas médias (de cada placa de 96 pocos) na diluicdo mais préxima de 30 placas

de lise/poco (input de virus desejado para o teste).
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Quadro 10 - Diferentes condi¢des analiticas do teste a partir do tempo de incubacéo final de

4 dias. Com o uso dos 2 diluentes e 3 ou 5 horas de adsorgéo, representadas na figura 19:

N — neutralizagcdo, ADS — adsorcao e sedimentagao celular.

Condicdes analiticas Solucéo semi sélida Placas
1 N.; 3 ADS.; HEPES 11
1 N.; 3 ADS.; Bicarbonato de sédio 12
1,5% CMC
1 N.; 5 ADS.; HEPES 13
1 N.; 5 ADS.; Bicarbonato de sddio 14
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4 dias de incubacéo final

11

12

Placa *1

[Pl

Callular 7

14

2003-20408 all vights reserved

Callular Technokgy Lic

Posa 4

Callular Technokigy Lic., 2063-20C8 all rights reserved

Figura 19 - Comparacao entre as diferentes condi¢des analiticas no tempo de incubagéo final

escolhido (4 dias). Placa 11: 3h de adsorc¢éo e diluente com Hepes; Placa 12: 3h de adsorcdo

e diluente com bicarbonato; Placa 13: 5h de adsor¢éo e diluente com Hepes; Placa 14: 5h de

adsorcao e diluente com bicarbonato.

A partir da contagem das 7 réplicas do virus na coluna 8 (diluicao viral de 1:1280)

da placa 12 foi obtida a média de 29,7 placas de lise (figura 20). A placa 12 foi eleita

por apresentar melhor custo/beneficio em relacdo a solucdo tampdo utilizada

(bicarbonato de sodio) e o tempo de adsorcdo reduzido de 3 horas. As placas 11, 13

e 14 (figura 19), apresentaram na diluicdo 1:2560 (uma diluicdo posterior a de 1:1280)

meédias de contagens de placas de lise em torno de 30 (dados ndo mostrados).
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Cellular Technology Ltd., 2003-2008 all rights reserved.

Figura 20 - Determinacao da faixa de diluicdo do virus da placa 12: O lado A representa a
foto da placa de 96 com virus diluido a partir de 1:10 até 1: 20480. Cada diluicao seriada do
virus (colunas de 1-10) foi dosada em 7 réplicas. As colunas 7, 8 e 9 sdo colunas que
apresentam quantidades de placas de lise passiveis de contagem, sendo que a coluna 8 foi
eleita para a contagem. O lado B é a foto aproximada da coluna 8 (1:1280) eleita para a
contagem das placas de lise.

Portanto, a condicdo analitica selecionada na padronizacdo foi a referente a
placa 12, correspondente & 1 hora de neutralizacdo, 3 horas de adsorc¢éo, diluente
com tampao bicarbonato de sédio e incubacéo final de 4 dias.

Os resultados mostraram que o virus ndo sofre diminuicdo ou aumento da
poténcia, o que sugere que o tamponamento por HEPES néo influenciou na adeséo e
fusdo das proteinas de superficie do envelope viral com a membrana plasmatica,
embora, tenha sido observado no momento da manipulacdo do virus nas placas de
96 pocos, alteracdes visuais de coloracdo no diluente, uma vez que a solucédo de
bicarbonato de s6dio somente tem efeito de tamponamento na presenca continua de
CO:a.
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Durante o manejo das placas de 96 pocos, o operador adiciona e dilui 0s soros
nas placas, sem que haja controle de pH nessa etapa do processo. Completada a
diluicdo seriada adicionasse o virus e incuba em estufa de CO:. Isso poderia impactar
na infecciosidade do virus, mas conforme os dados aqui apresentados, 0s mesmos
nao indicaram diferencas no fenotipo e na concentracdo viral, que justificasse a
necessidade do uso do tampédo citado, apesar de outros autores utilizarem na
formulacdo do diluente para os testes de neutralizacdo, a solucdo HEPES de pH 7,4
(Latner D. R. et al., 2014).

Dados da literatura elucidam que as proteinas de superficie do envelope viral
podem alterar o seu estado conformacional, independente de pH e promover a
internalizacdo do virus na célula. Na maioria dos Paramyxoviridae isso ocorre na
presenca de pH fisiol6gico e para os rubulavirus ocorre em pH baixo (Morrison T. G.,
2003; Chang A. & Dutch R. E., 2012).

Assim, durante a padronizagcédo do PRNT para caxumba, desenvolvido no nosso
laboratério, 0 HEPES ndo impactou positiva ou negativamente na concentragao viral.

5.3.4. Avaliacdo do periodo de incubacéo viral e determinacéo da dilui¢cao viral

A partir da escolha da condi¢do analitica (placa 12) com o menor intervalo de
tempo possivel (4 dias), pode-se determinar a diluicdo favoravel para obtencéo de,
aproximadamente, 30 placas de lise/poco: diluicdo 1:1280. A partir desta diluicao
foram testadas uma diluicdo acima (1:2560) e uma abaixo (1:640) para avaliar a
reprodutibilidade e confirmar a diluicdo viral a ser utilizada nos ensaios subsequentes.
Paralelamente, estes ensaios foram realizados com etapa de “neutralizacao”
(mimetizando neutralizacdo) de 1h e 2h em estufa de CO2 a 37°C com objetivo de
avaliar a interferéncia do periodo incubacdo sob o virus. Suspensdes virais de cada
diluicdo-teste (1:640; 1:1280; 1:2560) foram analisadas em 32 réplicas em cada
ensaio, totalizando 3 ensaios independentes.

O ensaio com a suspensao viral preparada na diluicdo de 1:640 n&o teve como
ser gquantificado, uma vez que apresentou alta concentragao viral, inviabilizando a
contagem da mesma.

Os resultados analisados sdo as médias das contagens obtidas (quantidade de
placa de lise por poco) das suspensdes virais (1:1280 e 1:2560) dos trés ensaios
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distintos realizados. A diferenca dos tempos de incubacédo foi analisada através da
comparacdo das médias das contagens de cada suspensdo viral preparada nas
dilui¢cdes citadas, as quais foram comparadas entre si. Para a andlise dos dados foram

formuladas as seguintes hipoteses:

HO: pl = p2. As médias aritméticas (MA) das contagens das suspensdes virais
submetidas a 1 e 2 horas de incubacéo sao iguais;

H1: pl # p2. As meédias das contagens das suspensdes virais submetidas a 1 e

2 horas de incubacado ndo sao iguais.

De acordo com a figura 21 ndo foi observado diferenca significativa entre as
médias das contagens das placas de lise nos ensaios com 1 ou 2 horas de
“neutralizac&o” para as diferentes suspensdes virais testadas.

A suspensao viral 1:1280 ndo apresentou diferencas entre as médias globais
das contagens das placas de lise entre os dois tempos de “neutralizacdo” citados, 1
hora (MA=32,823) e 2 horas (MA=33,385), t =- 0,6012, p-valor = 0,5485, com 95% de
intervalo de confianca (-2.4082; 1.2832). Estes resultados ndo rejeitam a hipétese
nula, ou seja, as suspensodes virais submetidas a 1 ou 2 horas de “neutralizacéo”
apresentaram resultados iguais.

O mesmo resultado foi constatado quando avaliando a suspenséo viral diluida
1:2560, ou seja, as médias globais das contagens das placas de lise entre os dois
tempos de “neutralizagdo”, 1 hora (MA=22,365) e 2 h (MA=21,490), t = 1,1865, p-valor
= 0,2369, com 95% de intervalo de confianca (-0,57971; 2,32971). Estes resultados

também nao rejeitam a hipétese nula, sendo considerados iguais.
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Contagem de FFLU (diuigio de 1:1280)
Caontagem de FFU (dibigae da 1:2560)

Tempo Tempo

Figura 21 - Comparacgdo entre 1 e 2 horas de “neutralizacado” para cada suspenséo viral:
Ambos os gréficos A e B apresentam duas colunas (branca: 1 hora; preta: 2 horas),
representativos das médias das contagens das suspensdes virais preparadas nas diluicdes
de 1:1280 e 1:2560, respectivamente. A barra de erro padrdo da média tem os seguintes
valores: Gréfico A: 0.69994 (1 hora) e 0.62097 (2 horas). Grafico B: 0.54795 (1 hora) e 0.49360
(2 horas).

A partir da constatacéo da igualdade dos valores obtidos nas duas suspensdes
virais, o passo seguinte foi estimar pelo método matemético de regressao linear, a
diluicdo para obter 30 placas de lise/poco. O quadro 10 apresenta a diluicdo de 1:1600
calculada a partir da média global de cada diluicdo viral (1:1280 e 1:2560), sendo
submetidas a 1 hora de incubacao (protocolo original) ja que as os diferentes tempos

de “neutralizagcado” ndo impactaram nos resultados.
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Quadro 11 - Base de dados para a determinacao da diluicéo viral para obter 30 placas de lise/
pogo. Cada ensaio (1, 2, 3), representa a média da contagem das placas de lise dos 32 pogos

de cada diluicdo avaliada. A média global representa todos os ensaios de cada dilui¢cao.

Média Regressao linear

Diluicao viral para 30 placas de

Diluicéo Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Global lise/poco
1: 1280 37,8 26,9 33,8 32,8
~1:1600
1: 2560 26,9 19,7 20,4 22,3

5.3.5. Andlise da interferéncia dos intervalos de neutralizacdo de 1 e 2 horas na

ligacdo virus-anticorpo

Ao definir a diluicdo viral de 1:1600, o passo seguinte foi avaliar possiveis
impactos nos titulos de anticorpos quando um soro € submetido a 1 e 2 horas de
neutralizacdo. Para este ensaio foi utilizado um soro padrdo positivo denominado
MAX, o qual foi dosado 20 vezes em placas de 96 pocos. Este mesmo procedimento
foi realizado nas duas condigbes analisadas (placas idénticas): neutralizagéo por 1
hora ou 2 horas. Esse ensaio foi repetido em dois dias distintos, totalizando 40

observacdes. Para as andlises foram descritas as seguintes hipoteses.

De acordo com as hip6teses formuladas:

HO: u = 0. O soro padrédo submetido a 1 e 2 horas de neutralizacdo apresenta

titulos de anticorpos iguais;

H1: p # 0. O soro padrédo submetido a 1 e 2 horas de neutralizagdo nédo

apresenta titulos de anticorpos iguais.

Os resultados apresentados no grafico 2 mostraram diferenga significativa nas

meédias dos titulos de anticorpos neutralizantes entre os dois grupos avaliados, 1 hora
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(MA=19,812) e 2 horas (MA=32,261) onde a diferenca encontrada foi igual a -12.448,
sendo t = - 8,8375, p < 0,01 e intervalo de confiangca de 95% (-15,2974; -9,5991).
Dessa forma pode-se rejeitar a hipétese nula atribuida ao teste. Isso nos fornece
evidéncias, de que a neutralizacdo por um maior intervalo de tempo, ou seja, de 2
horas, aumenta o titulo de anticorpos presentes no soro testado, conforme
demonstrado no grafico 2. Em relacdo ao soro negativo, ndo foram observadas
diferencas de titulos entre dois grupos avaliados, mantendo seu titulo na reciproca da

primeira diluicdo do teste (1:x = 15) (dados ndo mostrados).

30 35
I

25

Titulo de anticorpo
15 20
|

10

1h 2h

Tempo de Meutralizac3o

Gréfico 2 - Avaliacdo do intervalo de tempo de neutralizagdo com soro padrdo positivo. Barra
branca: média dos resultados do soro padrdo positivo com 1 hora de neutralizacdo Barra
preta: média dos resultados do soro padrao positivo com 2 horas de neutralizacao. O Barra
de erro padréo para grupo de 1h de neutralizacdo: 0,67. Para o grupo 2h: 1,45. ** representa

p-valor < 0,01.

O aumento observado no titulo dos anticorpos no ensaio com duas horas de

neutralizagdo nos sugere que este seja 0 melhor tempo a ser empregado no teste.

84



Entretanto, segundo alguns autores variacbes de até trés vezes nos titulos de
anticorpos em ensaios com a mesma condi¢cdo analitica sdo aceitaveis, podendo ser
uma variacdo intraensaio e interensaio, uma vez que o PRNT € um ensaio bioldgico,
e como tal é passivel de variagBes nos seus resultados (Cohen et al., 2007; Simdes,
2011).

Estudos voltados ao desenvolvimento de novas estratégias de construcao de
vacinas para a dengue elucidam a importancia do mapeamento dos epitopos de
antigenos de interesse para entender o mecanismo de reconhecimento e ligacédo dos
anticorpos e assim construir vacinas mais eficazes ao seu propésito. Trabalhos
recentes elucidam a influéncia do arranjo conformacional dos epitopos virais na
acessibilidade do anticorpo (Dowd. K. A & Pierson T. C., 2011; Dowd. K. A et al.,
2014).

De acordo com a literatura, durante as mudancas conformacionais que ocorrem
na interacao virus -célula, alguns epitopos sofrem alteracdes na estrutura original de
acordo com o pH do meio externo (Chang A. & Dutch R. E., 2012), bem como podem
ser influenciados pela temperatura a qual a particula viral € submetida (Dowd. K. A &
Pierson T. C., 2011). Dowd e colaboradores demonstraram a influéncia do tempo de
neutralizagdo nas ligacdes de virus-anticorpo, corroborando que maiores intervalos
de tempo de neutralizacdo aumentam a probabilidade de interacdes entre os epitopos
dos antigenos de superficie e os anticorpos (Dowd. K. A et al., 2014).

Estes resultados nos permitem especular a necessidade de um intervalo de
tempo de neutralizacdo maior para favorecer as reag¢des de formagcao do complexo
antigeno-anticorpo também no caso do virus da caxumba.

No presente estudo ndo houveram analises para avaliar a influéncia da
temperatura na poténcia do virus e nem no titulo do soro. No entanto, os dados
demonstraram que quando submetido aos diferentes tempos de “neutralizagdo”
(mimetizando a neutralizagdo), o virus nao perdeu sua poténcia. Mas as analises dos
dados dos tempos de neutralizacdo real (ensaio com virus-anticorpo), o tempo de
neutralizacdo de 2 horas mostrou um aumento significativo nos titulos do soro padréo
positivo.

A avaliacéo dos diferentes intervalos de neutralizacao in vitro no teste de PRNT
para o virus da caxumba nos fornece informagdes relevantes que possibilitam uma

maior acuracia na deteccédo e quantificacdo de anticorpos neutralizantes.
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5.4. Determinacédo do Ponto de corte para o teste

A definicdo do ponto de corte do teste foi realizada a partir da curva ROC
considerando o indice de Youden. A curva ROC foi construida comparando-se os
resultados dosados pelo ensaio de Elisa com os titulos obtidos no ensaio de PRNT.
Esta andlise permitiu definir o melhor valor de ponto de corte que classifica as
respostas positivas e negativas no PRNT, considerando os parametros de
especificidade e sensibilidade.

Dos 300 soros amostrais (pré e pds vacinados), apenas 146 (73 pré e 73 pés
vacinacdo) puderam ser dosados pelo PRNT, pois algumas amostras se mostraram
inadequadas ao teste.

Foram utilizadas para as analises estatisticas 126 amostras de soro. As demais
amostras foram excluidas, pois ndo tinham resultados ou apresentavam resultados
indeterminados no teste de ELISA.

O ponto de corte foi estimado em >22,95 de titulo de anticorpos neutralizantes,
considerando todos os pontos possiveis da curva. Este valor é o que mais equilibra a
sensibilidade (95,7%) com a especificidade (97,5%) no teste, dentro do grupo amostral
avaliado (gréafico 3).
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Gréfico 3 - Curva ROC construida com 126 soros testados por PRNT e ELISA. A area sob a

curva, que indica a acuracia, determinada pelo indice de Youden foi igual a 0,980 (98%). O

circulo branco (seta vermelha) representa o ponto de corte de >22,95, com 95,7% de

sensibilidade e 97,5% de especificidade.

De acordo com a tabela 3, os resultados apontam que a area sob a curva de

95,8% evidencia boa exatiddo global do teste. Segundo o manual do MedCalc

Statistical, quando a area sob a curva apresenta resultado de 50%, isso resulta na

sobreposicao da distribuicdo dos valores dos dois grupos avaliados, ou seja, ndo

permite uma boa distincdo de pré e pos nos testes de diagnosticos.
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Tabela 3 - Andlise da curva ROC na performance do PRNT na deteccdo de anticorpos

neutralizantes para caxumba

Indice PRNT
AUC 0,980
Intervalo de confianca de 95 % para a AUC 0,938 - 0,997
Sensibilidade (%) 95,65
Intervalo de confianca de 95 % para a sensibilidade 85,2-99,5
Especificidade (%) 97,50
Intervalo de confianca de 95 % para a especificidade 91,30 - 99,7
Cutoff 6timo >22,95
Razao de verossimilhanga positiva 38,26
Razé&o de verossimilhanca negativa 0,045

AUC: Area sob a curva

A razao de verossimilhanga indica em quantas vezes o resultado de um teste
diagnéstico € capaz de mudar a probabilidade de se ter uma doenca (Jaeschke et al.,
1994). A razdo de verossimilhanca positiva é definida como a chance do resultado
positivo vir a diagnosticar a verdadeira presenca de anticorpos neutralizantes por
PRNT, e ndo um resultado falso. Esta apresentou valor igual a 38,26, isso equivale a
dizer que a chance do resultado positivo ser diagnosticado como verdadeiro positivo
€ 38,26 vezes de ser verdadeiro, do que esse diagndéstico representar um resultado
falso positivo. A razdo de verossimilhanca negativa apresentou valor igual a 0,089, ou
seja, a chance do resultado negativo vir a diagnosticar a verdadeira ndo presenca de
anticorpos neutralizantes por PRNT é 0,045 vezes de ser verdadeiro, do que esse
diagnéstico representar um resultado falso negativo.

De acordo com ponto de corte definido pela curva ROC, podemos observar os
resultados de titulos de anticorpos neutralizantes para ambos os testes. Ao comparar
tais resultados (tabela 4), evidenciamos a quantidade de amostras e seus respectivos

valores percentuais apontando os titulos positivos e negativos.
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Tabela 4 - Tabela comparativa dos 126 resultados analisados de ambos os testes

ERLelgl,JA!/t;dRONS:I' Numero de Amostras % do total
PRNT* /ELISA* 44 35,00
PRNT-/ ELISA 77 61,00
PRNT-/ ELISA* 2 2,40
PRNT*/ ELISA 3 1,60

Total 126 100

De acordo com os dados da tabela 4, podemos interpretar os resultados como:
35% (44/126) das amostras dosadas de ambos os testes apresentam resultados
equivalentes, ao qual podemos classificar como verdadeiros positivos. Da mesma
maneira, 61% (77/126) das amostras negativas para ambos os testes, por sua vez,
podem ser classificadas como verdadeiros negativos. Com relacdo aos resultados
positivos e negativos, 2,4% (2/126) das amostras foram negativas para o PRNT e
positivas para ELISA, ao passo que apenas 1,6% (3/126) das amostras foram
positivas para o PRNT e negativas para o ELISA.

O gréfico 4, dispde esses mesmos resultados apresentados na tabela 4,
demonstrando a concordancia e discordancia dos resultados nos referidos testes de

diagnésticos.
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Gréfico 4 - Representacao gréafica dos resultados concordantes e discordantes dos dois
testes. No eixo X estéo todos os resultados de ELISA classificados como positivo e negativo.
No eixo Y estdo todos os valores de titulos de PRNT expressos em Logie. A linha tracejada
representa o ponto de corte > 22,95 do teste PRNT. P< 0,0001, teste Mann-Whitney.

A partir dos resultados observados, pode-se considerar uma prevaléncia de
positividade para a real presenca de anticorpos neutralizantes (que confirmem a
existéncia da doenca) de 35% com relacdo ao grupo amostral estudado. Dessa forma
pode-se estimar valores preditivos positivos e valores preditivos negativos no teste.

Tabela 5 - Valores preditivos positivos e negativos do PRNT

PRNT
Valor preditivo positivo (%) 95,373
Intervalo de confianca de 95% 84,45 -99,41
Valor preditivo negativo (%) 97,680
Intervalo de confianca de 95% 91,63 -99,74
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O valor preditivo positivo de 95,37% representa a probabilidade de que a
doenca estava presente quando o teste € positivo, e o valor preditivo negativo de
97,68% representa a probabilidade de que a doencga n&o estava presente quando o
teste € negativo, considerando o ponto de corte 22,95.

Os resultados obtidos através da curva ROC permitiram estabelecer de forma
mais concisa um ponto de corte para o teste, com base nos parametros de
sensibilidade e especificidade. Para isso, foi necessario um painel de soros de
criancas pré e pos vacinadas com a triplice viral e que tinham sido dosadas
sorologicamente pelo teste ELISA (Santos E. M. et al., 2014).

Dados obtidos na curva de calibragdo (discutidos a seguir) evidenciam que o
soro padrdo (reconhecidamente positivo) quando diluido teve o limite minimo de
deteccdo de anticorpos neutralizantes proximo ao ponto de corte (titulo em reciproca
da diluicdo= 21). Sendo assim, o ponto de corte estabelecido contemplaria o0 minimo
de deteccédo de anticorpos.

Para realizar as analises propostas pela curva ROC foi necessario categorizar
os titulos como positivo ou negativo para ambos os testes de diagndsticos
(PRNT/ELISA), sendo o ELISA considerado como teste de referéncia.

O teste ELISA apresenta maior sensibilidade do que especificidade na
deteccdo de anticorpos quando comparado ao PRNT (Mauldin et al., 2005). Além
disso, o ELISA pode apresentar respostas cruzadas, ou seja, de outros anticorpos
induzidos por outros antigenos que se liguem aos antigenos do virus da caxumba
(Ticher A., 2007; CDC, 2012). Mas os dados apresentados na tabela 4 ndo refletem
este cenario, indicando um baixo percentual observado de amostras discordantes:
2,4% (2/126) de amostras positivas por ELISA e negativas por PRNT (gréfico 4).

A curva ROC é uma ferramenta analitica adotada por diversos autores (Rocha
E. S. O etal. 2012; Simdes, 2011). Esse modelo de analise para determinar um ponto
de corte através da curva ROC indica dentre varios pontos que o teste produz, aquele
valor que equilibra sensibilidade e especificidade (Martinez E. Z., 2003).

De acordo com o protocolo do laboratério, o ponto de corte era definido a partir
da soroconversao obtida na primeira diluicdo do teste, ou seja, imediatamente acima
da reciproca da diluicdo de 15 (considerando o valor da diluicéo final). Esse ponto de
corte representava uma incerteza nas respostas, uma vez que, por ser um ensaio
bioldgico, que possui como caracteristica a variabilidade intrinseca, poderia acarretar

consequentemente na categorizacao de resultados falsos positivos.
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Portanto, a proposta deste trabalho foi definir um ponto de corte que pudesse
atender todas as chances possiveis de evidenciar a presenca de anticorpos
neutralizantes, independente do uso da vacina, dando maior poder de diagndstico, ou
seja, apresentando um resultado realmente positivo para a presenca de anticorpos
neutralizantes.

Dentro do grupo amostral (126 soros) foram avaliados a razdao de
verossimillhanca, valores preditivos e a classificacao de positivos e negativos no teste,
com base na definicdo ponto de corte >22,95. Contudo, estes calculos nao refletem
por completo a real circunstancia (variabilidade) ao qual os resultados podem
apresentar (negativo e positivo) no teste, que possui caracteristicas bioldgicas; uma
vez que o mesmo pode fornecer valores de titulos diferentes em um mesmo soro.
Essas variacdes nos resultados sdo aceitas em até trés vezes, quando dosados em
um mesmo ensaio ou em ensaios independentes (Cohen et al., 2007, Kelsoe M. S.,
2014).

Em virtude disso, conforme é definido para o teste ELISA, estabelecemos faixas
interpretativas para o teste PRNT, permitindo assim a classificacdo de um
determinado resultado ser denominado como realmente positivo. Portanto, para os
valores de titulos que estiverem préximos ao ponto de corte de 22,95 (~23), estes
serdo considerados indeterminados. Esse tipo de classificagdo permitiu caracterizar
um intervalo considerado como “zona cinza” para que SOros que apresentarem
resultados dentro desse intervalo, sejam novamente avaliados. De acordo com o
ponto de corte de 23 foram estabelecidas faixas interpretativas para o teste, conforme
a tabela 6.

Tabela 6 - classificacao dos titulos de anticorpos em positivo e negativo no teste.

Classificacao dos titulos de anticorpos neutralizantes

<15 a 23 — titulos considerados negativos no teste.
> 23 a 50 — titulos considerados indeterminados (zona cinza)

> 50 — Titulos considerados positivos
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De acordo com a tabela 6, resultados com titulos de 15 a 23 ser&o considerados
negativos para o teste PRNT. Resultados de titulos observados no intervalo de >23 a
150 serdo considerados como duvidosos, sendo passiveis de reanalise.

O valor de titulo 50 é a delimitagcdo maxima considerada no intervalo da zona
cinza, acima deste valor os resultados serdo considerados como positivos. O mesmo
foi atribuido na classificacdo, devido ao grupo observado de pessoas que haviam sido
avaliadas no estudo intitulado em: “Protocolo para a obtengao e produgao de soros in
house para testes de Neutralizacdo por Reducéo de Placas de Lise (PRNT). Neste
estudo, os voluntarios com titulos >50 haviam informado no questionario realizado,
relato de vacinacao prévia ou mesmo relato da doenca clinica (dados nao publicados).
Sendo assim, passamos a considerar este titulo de 50 como ponto de corte para
resultados seguramente positivos.

Portanto, a partir dessa abordagem formulou-se um fluxograma de decisdes
(Figura 22) para uma reanalise (caso o titulo seja observado nos intervalos de 23 a
50) para dar maior confiabilidade do resultado, ou seja, classificando-os com maior
poder de precisao os resultados realmente positivos ou negativos no teste.

Zona Cinza: >23 a 50 Positivo: >50

Negativo: 15 a 23

2° Ensaio

!

Zona Cinza: >23 a 50

A

y

)

Negativo: 15 a 23

Positivo: >50

'

\4

Resultado positivo

Resultado positivo

)

Zona Cinza: >23 a 50

Negativo: 15 a 23

Positivo: >50

A

y

A

y

Resultado positivo

A

y

Resultado Negativo

Resultado: Positivo

Figura 22 - Fluxograma de interpretacao do resultado do ensaio de PRNT para caxumba.




5.5. Critérios de aceitacdo do teste

5.5.1. Determinacao dos critérios de aceitacao e valor nominal dos padrées

Os soros padrdes internos positivos (in House), foram dosados 10 vezes num
ensaio, em trés ensaios distintos, totalizando em 30 dosagens de cada padrdo. Os
padrbes estudados foram categorizados como: negativo, baixo, médio e alto,
conforme o titulo de anticorpos neutralizantes, obtidos de ensaios anteriores pela
técnica empregada no laboratério antes desta dissertacdo (dados ndo mostrados). Os
mesmos foram dosados pelo PRNT padronizado, e a média dos resultados avaliados

com intervalo de confianca de 95%. Os dados estao representados no quadro abaixo.

Soro baixo Soro médio
alfa 0,05 alfa 0,05
dp 44,52 dp 119,40
n 30,00 n 30,00
média amostral 96,11 média amostral 396,13
erro 15,93 erro 42,73
limite inferior 80,18 limite inferior 353,40
limite superior 112,04 limite superior 438,85

Soro alto Soro negativo
alfa 0,05 alfa 0,05
dp 224,14 dp 5,62
n 30,00 n 30
média amostral 1723,31 média amostral 19,26
erro 80,20 erro 2,01
limite inferior 1643,11 limite inferior 17,25
limite superior 1803,51 limite superior 21,27

Figura 23 — Determinag&o do valor nominal de cada soro padréo. Cada bloco corresponde ao
intervalo de confianca (95%), da média dos titulos de cada soro padrao: baixo, médio, alto e
negativo. O alfa: nivel de significAncia, dp: desvio padrdo, n: nUmero amostral, erro: erro

padrdo da média amostral, limite inferior e superior: faixa intervalar.
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O valor nominal de cada padrdo € a média dos titulos observados nas 30
dosagens realizadas em trés ensaios distintos. O soro baixo apresenta titulo de 96,11,
com 95% de intervalo de confianca (80,18 - 112,04), o soro médio com titulo de
396,13, com 95% de intervalo de confianca (353,40 - 438,85), 0 soro alto com titulo
de 1723,31, com 95% de intervalo de confianca (1643,10 - 1803,51) e o0 soro negativo
com o titulo de 19,26, com 95% de intervalo de confianca (17,27 - 21,27).

Mas esses calculos ndo consideram a variabilidade do teste, portanto,
realizamos uma abordagem matematica que define melhor essa variacéo, estimando
em até quantas vezes 0s soros padrdes podem oscilar no teste.

Os resultados apresentados na tabela 7 foram deifnidos pela razdo do maior
valor de titulo de anticorpos dividido pelo menor valor de titulo observado dentro do

espaco amostral de 30 observagdes de cada soro padréo testado.

Tabela 7 - VariagOes obtidas de cada soro padréao avaliado.

Variacdo dos controles

Soro baixo 4,8 vezes
Soro médio 3,5 vezes
Soro alto 1,4 vezes
Soro negativo 2,4 vezes

Como mostra a tabela 7 foram observadas diferentes variagdes entre 0s
padrées. Com isso podemos identificar de forma mais representativa quantas vezes
os resultados podem variar no teste. A maior variacdo observada foi nos resultados
do padrao baixo e a menor variacao foi nos resultados do soro alto. O que nos indica
que, quanto maior a concentracao de anticorpos no soro, menor sera a dispersao dos
resultados, ou seja, variagdo. Em especial, o soro padrao negativo, oriundo de primata
ndo humano é determinante na concepcdo de real valor negativo, uma vez que a
caxumba € uma doenca exclusivamente humana (Galazka et al.; 1999; CVE, 2001).

A provavel hipotese atribuida para a variagdo de 2,4 vezes entre os titulos de
anticorpos do soro negativo, pode ser pelo fato de que esse macaco ao ser
necropsiado e submetido a puncao cardiaca, poderia ter ocorrido alguma intervencao,

no momento do procedimento e ocasionado a hemolise do mesmo. O estudo intitulado
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em: - Protocolo para a obtencdo e producdo de soros “In House” para testes de
Neutralizacao por Reducéo de Placas de Lise (PRNT), ainda n&o publicado, identificou
que um grupo de soros hemolisados e ndo hemolisados de mesma amostra,
apresentou diferencas nos valores de titulos. Sendo o soro hemolisado apresentando
valores de titulos maiores em relagéo os valores de titulos no soro ndo hemolisado.
Esses resultados apresentados séo preliminares, uma vez que os valores estao
dentro de um espaco amostral de apenas 30 dosagens. A execugao de novos ensaios
no decorrer das atividades de rotina no laboratério permitira um nimero maior de
observacdes dos soros padrfes, o que permitira maior refinamento nas andalises,

corroborando com os dados obtidos neste estudo.

5.5.2. Critérios de aceitacdo para o controle viral

Para determinar a faixa de variacdo aceitavel do virus, as 951 réplicas dos
controles virais de todos os ensaios realizados no presente estudo foram avaliadas
através de um histograma de frequéncia, atribuindo um intervalo, permitindo
estabelecer um valor minimo e maximo de contagens no controle viral do teste para
todas as vezes que o mesmo é diluido 1:1600 e utilizado nos testes de rotina no

laboratorio.
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Gréfico 5 - Histograma de frequéncia absoluta de todos os controles virais dos ensaios
realizados. O eixo x a frequéncia das observacgdes e 0 eixo Y o nimero de UFP/mL. A linha
vermelha é demarcacao das contagens para tracar a faixa de variagéo do virus.

O histograma analisado (gréfico 5) apresenta as diversas contagens de placas
de lise/poco das réplicas dos controles virais de todos 0s ensaios realizados no
presente estudo.

De acordo com a frequéncia observada delimitou-se a faixa de 26 a 44 (End
point de 13 a 22) como critério de aceitacédo do teste.

Os critérios de aceitacao do controle viral do teste PRNT foi instituido em estudo
anterior pelo laboratério para atribuir qualidade aos ensaios realizados para Febre
amarela (Simdes, 2011).

A faixa estipulada para o PRNT de febre amarela foi estabelecida entre 20 e 40
placas de lise/poco (End point de 10 a 20), ao avaliar o desempenho do teste de
neutralizacdo para a febre amarela em placa de 96 pocos (Simdes, 2011). A
justificativa para isso € que a contagem inferior ao estabelecido pode influenciar na
sensibilidade de deteccéo, pois h4d pouca quantidade de virus para evidenciar as
respostas. Ao passo gque, se houver contagens acima da faixa estipulada, aumenta a
subjetividade da contagem do virus, uma vez que a circunferéncia do poc¢o da placa

de 96 é de tamanho reduzido.
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No caso do virus caxumba, 0 mesmo ainda nao havia sido avaliado até este
trabalho. Observou-se que o limite maximo para a contagem das placas de lise é de
44/poco, pois valores acima aumentam a subjetividade da contagem, pelo fato do
virus formar placas de lise gigantes (sincicios) (Morrison T. G., 2003; Chang A. &
Dutch R. E., 2012), influenciando na confluéncia das mesmas.

Os critérios de aceitagdo para o controle viral garantem qualidade ao resultado
final, mas ndo deve ser considerado isoladamente para anular um teste. Deve-se
associar a outros critérios de aceitacdo (padrbes internos), de forma a considerar

valido ou ndo o ensaio como um todo.

5.6. Validacéo

5.6.1.Curva de calibracao

A curva de calibracdo foi realizada com diluicdes seriadas de uma amostra
considerada alta oriunda do estudo intitulado Protocolo para a obtencéo e producao
de soros “In House” para testes de Neutralizacdo por Reducdo de Placas de Lise
(PRNT). Esta amostra foi escolhida por possuir um titulo de anticorpos neutralizantes
alto suficiente para ser diluido e representar no minimo 6 pontos para estabelecer uma
curva padrdo. Apos a diluicdo deste soro e este foi analisado dentro do ensaio de
PRNT e observamos que a partir da diluicdo 1:128 o mesmo ndo era mais capaz de
ser quantificado, pois ndo neutralizava mais o virus (quadro 12).

A curva de calibracdo permitiu definir 5 concentracdes distintas (CQA, CQB,
CQD, COQM e LIQ) necessérias a validacdo. As mesmas, posteriormente foram
utilizadas para avaliar os parametros de precisdo intracorrida e intercorrida e a
exatidao intracorrida e intercorrida do teste.

Conforme preconizado pela RDC 27 da ANVISA foram realizados trés ensaios
distintos para contemplar a curva de calibracdo. O preparo das amostras foi a partir
da diluicdo seriada de 1:2 até 1:1024, utilizando um soro padrdo in house SIH161

(Alto), que contém niveis altos de anticorpos neutralizantes (dados ndo mostrados).
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Os titulos observados de cada amostra foram definidos a partir da média das 5
réplicas dosadas de cada. O quadro 11 apresenta os titulos obtidos de cada amostra
referente a cada curva de calibragéao calculados em log.

Quadro 12 - Titulos observados de cada amostra (diluicao do soro SIH161) nas trés curvas
de calibracéo.

Amostras do curval curva 2 curva3
Soro
Titulo em log Titulo em log Titulo em log
1/2 2,90 2,89 2,80
1/4 2,77 2,58 2,68
1/8 2,32 2,34 2,29
1/16 1,69 1,94 1,96
1/32 1,69 1,51 1,63
1/64 1,40 1,26 1,34
1/128 1,18 1,18 1,18
1/256 1,18 1,18 1,18
1/512 1,18 1,18 1,18
1/1024 1,18 1,18 1,18

Quando comparamos a média de titulo de cada amostra das trés curvas
analisadas, nos indicam proximidade entre esses valores, apresentando pouca
disperséo dos resultados. A partir da amostra 1:128 nao foi possivel observar valores
de titulos que evidenciem a presenca de anticorpos neutralizantes.

Ao representar graficamente esses resultados observamos uma tendéncia de
linearidade no teste (R? = 0,8588), confirmando que os titulos observados de cada
amostra sdo condizentes com as concentra¢cdes de anticorpos diluidos no teste, como

mostra o grafico 6.
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Curva de calibracao PRNT Caxumba
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Gréfico 6: Linearidade das trés curvas de calibracéo. O eixo Y s&o as diluicbes do soro padréo

SIH161 e o eixo x séo os titulos observados pelo PRNTpadronizado. A curva 1 é de cor azul,

a curva 2 é de cor vermelha e a curva 3 é de cor verde.

Com base nesses resultados foi calculada a média global de cada diluicdo da

amostra, ou seja, considerando o resultado das trés curvas de calibragdo, de forma a

contemplar as cincos concentracdes determinadas pela ANVISA, como mostra o

quadro 12.

Quadro 13 - Definicao do valor nominal de cada concentragéo da curva. Média do titulo

em logio das cinco concentragdes (CQD; CQA; CQM; CQB; LIQ) determinadas nas 3 curvas

de calibrag&o no teste.

o Média das 3
Concentracdes
curvas
dacurva

Log

CQD 29
CQA 2,6
CQM 2,3
CQB 1,7

LIQ 1,4
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Conforme apresentado no quadro 12 foram determinadas as cinco
concentracdes da curva de calibragéo, descritas na RDC 27 da ANVISA.

O CQA é uma amostra de alta concentragdo, o CQB € uma amostra de baixa
concentracdo, que corresponde a uma amostra com até 3 (trés) vezes o limite inferior
de quantificacdo do método (LIQ). O CQM é uma amostra de média concentracao, o
LIQ é uma amostra de menor concentracdo na curva de calibracdo, é o limite inferior
de quantificacdo. O CQD que € uma amostra de controle de qualidade de dilui¢éo,
gue corresponde a amostra em concentracdo acima da maior concentracdo da curva
de calibracéo (CQA).

5.6.2. Precisao e exatidao

A partir da definicAo das 5 concentracdes foram realizados os calculos de
coeficiente de variacao para avaliar o grau de disperséo entre os resultados da média
global (3 curvas) de cada uma das concentracfes determinadas no teste. O mesmo
foi efetuado para calcular o grau de dispersao da preciséo intracorrida (1 ensaio) e
intercorrida (3 ensaios). Para avaliar a exatidao intracorrida (1 ensaio) e intercorrida
(3 ensaios) foram calculados o erro padrdo da média, a partir do titulo obtido de cada
concentracdo da curva, dividido pelo valor nominal de cada uma. O quadro 13 nos

mostra os resultados finais dos calculos realizados para a preciséo e exatidao.
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Quadro 14 - Dados compilados da curva de calibracédo, precisdo e exatidao do teste.
Coeficiente de variacdo (CV) das curvas de calibragcéo 1, 2 e 3. O CV da preciséo
intracorrida da curva 3 e intercorrida das curvas 1, 2 e 3. Erro padréo da relativo (ERP)

da exatidao intracorrida da curva 3 e intercorrida das curvas 1, 2 e 3.

Parametro Resultados em Logio Critério de Aceitacao
Diluicdo Titulo Log CV%
1/2 (n;egéa) 1.93 - CV = 20% em relagao a
1/4 268 355 concentrag&o nominal
1/8 2,32 1,14 para a diluicdo do LIQ.
Curva de Ca“bragéo 1/16 1,87 8,10 -CV<15% em relagéo a
(Reciproca da 1/32 1,61 5,81 concentragéo nominal
diluicéo) 1/64 1,34 5,27 para as demais dilui¢cdes.
1/128 1'12 8 - 75% das diluicdes
i;?jg 118 0 aprovados de acordo
' com os critérios acima.
1/1024 1,18 0
Intracorrida (curva 3)
CQD: 5,00
CQA: 5,89
CQM: 4,91
CQB: 3,99
L(I?Q: 6.84 CV<=<20% parao LlQe
Precisao CV < 15% para as
Intercorrida (curva 1,2 e 3) demais concentragGes
CQD: 4,03
CQA: 4,71
CQM: 3,20
CQB: 7,53
LIQ: 7,24
Intracorrida (curva 3)
Valor Valor ERP%
nominal avaliado
CQD:2,94 | CQD:2,79| CQD:4,83
CQA:2,63 | CQA:2,67 | CQA: 1,43
CQM:2,33 | CQM:2,29 | CQM: 1,87
CQB:1,73 | CQOB:1,61 | CQB:6,80 |ERP +20% parao LIQ e
Exatid&o LIQ: 1,43 | LIQ:1,33 LIQ: 6,83 |ERP * 15% para as
Intercorrida demais concentracGes
(ERP% total, curvas 1,2 e 3)
CQD: 2,86
CQA: 1,25
CQM: 0,83
CQB: 7,62
LIQ: 7,01
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Os resultados da preciséo intracorrida e intercorrida ndo apresentaram valores
que ultrapassassem 20% determinado pela ANVISA. O que indica pouca dispersao
dos titulos calculados no teste. Com relacdo a exatiddo foram observados valores
inferiores a 20%, significando que a diferenca entre o valor nominal de cada uma das
5 concentracbes definidas no teste quando comparadas com o valor calculado,
obtiveram-se proximidade de titulos. Os resultados demonstram que a técnica pode

ser considerada apta para uso (validada).

5.6.3. Seletividade

O ensaio de seletividade é de extrema importancia, pois garante que as
respostas obtidas do teste sdo realmente direcionadas para a verificacdo de
anticorpos especificos somente para o virus caxumba. Neste ensaio o padrdo SIH 142
positivo para caxumba e negativo para sarampo foi utilizado como soro desafio. Os

dados apresentados (figura 24) evidenciam a especificidade que o PRNT obedece.

1:x log 1:x log
1738 224 9,7 0,99
1519 2,18 9,7 0,99
1320 212 82 0,91

5 0,70 5 0,70
402 1,60 3016 248

Figura 24 - Resultados dos ensaios para avaliar a especificidade do PRNT para caxumba e
sarampo. Quadro A: soro 142 apresentou titulos acima do ponto de corte do teste (<23) para
caxumba. Quadro B: soro 142 apressentou titulos abaixo do ponto de corte do teste para

caxumba.

103



De acordo com o ponto de corte de 23 e da faixa interpretativa (zona cinza >23
a 50) do PRNT de caxumba nos confirma o poder discriminatoério do teste na deteccao
de anticorpos especificos. O teste PRNT foi otimizado de forma a proporcionar um
teste mais eficiente, ou seja, de forma mais rapida e eficaz na obtencdo de um
resultado. Com isso foram avaliadas as etapas do processo, além de estabelecer
critérios de aceitacdo e a determinacdo do ponto de corte no teste. Contudo, para
atender as questfes da qualidade fez-se necessério a validagdo do mesmo. Foram
realizados os ensaios de validacdo de acordo com a RDC 27 da ANVISA. Para atingir
esse proposito utilizamos um soro padrao positivo (que contém alta concentracdo de
anticorpos neutralizantes) diluido de 1:2 até 1:1024 para a execuc¢ao dos testes.

Dentro do escopo de validacdo foram definidas as cinco concentragbes
preconizadas pela ANVISA, que, por conseguinte foram utilizadas para avaliar a
exatidao intracorrida e intercorrida, precisao intracorrida e intercorrida e linearidade
do teste.

Os resultados revelam que o teste PRNT apresenta boa qualidade de
diagnéstico, de forma linear e exata no que diz respeito a deteccéo e quantificacdo de
anticorpos neutralizantes.

Os parametros exatidao e precisédo sdo os mais abordados nos ensaios de
validacdo nos testes bioldgicos. Alguns autores utilizam um painel de soros distintos,
outros autores utilizam o soro padrao (Cohen et al., 2007; Kelsoe S. M. et al., 2014).

A proposta de avaliar um teste Virologico, ndo se resume em avaliar apenas o
desempenho do processo. Escopos de validagdo realizados por alguns autores,
utilizam estratégias de andlise avaliando primeiramente o perfil biolégico dos
componentes utilizados no teste (virus e célula), como também na analise dos
diferentes reagentes e insumos, que poderiam impactar diretamente na dinamica das
reacoes bioguimicas (Kelsoe S. M. et al., 2014). No presente estudo, padronizamos o
virus avaliando a sua atividade biol6gica mediante as alteracdes no teste.

A seletividade nos revela que a presenca de anticorpos especificos para
caxumba, ndo reage ao virus do sarampo. Isso nos evidencia o grau de especificidade
do teste. O que é muito importante nas pesquisas clinicas direcionadas a vacina
triplice viral, que é composta de forma combinada por trés antigenos virais: sarampo,
rubéola e caxumba. Diferente do teste de ELISA, que obedece a reacdo cruzada a
diversos virus. Essa reacdo cruzada € devido a similaridade das proteinas HN e F

presente na superficie do envelope viral de diversos virus, que por sua vez induzem
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anticorpos, que apesar de serem especificos podem reagir aos epitopos do virus da
caxumba. (CDC, 2012; P. A. Pipkin et al., 1999; Mauldin et al., 2005).
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6. CONCLUSAO

Ao longo dos anos muito se evoluiu nos métodos aplicados ao diagndstico
virolégico. O desenvolvimento de novas vacinas ou melhorias nos processos de
fabricacéo e formulacédo de vacinas existentes (tornando-as mais eficazes), instituiu
métodos e técnicas cada vez mais sensiveis e rapidas na obtencéo de respostas.

Dentro desse contexto, os testes de neutralizacdo (amplamente utilizados para
averiguar a eficacia vacinal) sdo métodos biolégicos que possuem morosidade na
obtencao de um resultado, e variabilidade, por se tratar de uma dinamica de reacdes
bioquimicas combinadas em um teste. Com isso, atualmente existe uma tendéncia
por parte das industrias farmacéuticas em atribuir melhorias (padronizacdes e
validacbes) nessas técnicas utilizadas como ferramentas para comprovar a eficacia
de um produto, seja de interesse comercial ou de atendimento a saude publica.

A padronizacao envolve o entendimento desse processo bioldgico, permitindo
melhor detalhamento na avaliacdo de cada etapa de execucdo do mesmo. Segundo
o Dr. Bernad Cohen, o PRNT (técnica considerada como padrao ouro pela WHO na
deteccdo de anticorpos para sarampo) € uma técnica laboriosa que demanda tempo
na obtencdo de resposta. Mas que, devido a sua importancia na deteccdo de
anticorpos neutralizantes, a melhoria na sua performance, pode promover uma técnica
rapida e com resultados reprodutiveis.

Este trabalho resultou em conhecimentos e esclarecimentos sobre as etapas
consideradas criticas no processo da técnica. Para tanto foi necessario estabelecer
um banco de virus de trabalho para utilizar nos testes de padronizacdo. Com isso, foi
avaliado a cinética viral determinando a melhor multiplicidade de infeccéo viral, e com
isso estabelecendo o protocolo de producdo viral, em: - MOI de 0,001 com
233.000céls/mL no 3° dia pos-infecgéo viral.

Posteriormente realizou-se uma sequéncia de ensaios com diferentes
condi¢cBes analiticas do teste. O conjunto de dados analisados na primeira fase do
trabalho (padronizacéo), nos revelou que o uso de solugcdo semi-sélida de 1,5% de
CMC permite melhor definicdo da placa de lise.

As incubacdes finais (1, 2, 3, 4 e 5) interferem sensivelmente na formacéo e no
tamanho da placa de lise, com isso foi considerado o 4° dia, como o tempo de
incubacéo final ideal. Em relacdo ao uso dos diluentes formulados com tampdes
distintos (HEPES e Bicarbonato de sédio), os mesmos néo alteram a poténcia viral e
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nem na formacéo da placa de lise (avaliacdo qualitativa). Portanto, o bicarbonato de
sédio foi o tampéo escolhido, por apresentar melhor custo beneficio.

Com relagcédo ao tempo de neutralizacdo, o intervalo de 2 horas favorece na
interacdo entre antigeno-anticorpo, definindo melhor o titulo de anticorpos
neutralizantes do soro. Com isso definimos as condi¢des analiticas ideais para o teste
PRNT de Caxumba.

Em sequéncia realizamos andlises estatisticas utilizando a curva ROC para
determinar o melhor ponto de corte para o teste. Os valores de titulos > 23 séo
considerados positivos no teste. E a partir desse ponto de corte foram avaliados: AUC
de 0,980, sensibilidade de 95,65, especificidade de 97,50, razdo de verossimilhanca
positiva em 38,26, razdo de verossimilhanca negatica em 0,045. A partir de disso,
foram determinados os valores preditivos positivos em 95,373 e valores preditivos
negativos em 97,680.

Contudo, esses célculos ndo sao suficientes para classificar os titulos como
positivos ou negativos no teste. De acordo com ponto de corte e considerando a
variabilidade do teste, formulamos uma nova abordagem de classificacao,
estabelecendo faixas interpretativas. Com isso foram considerados valores <23 como
valores negativos no teste. O intervalo de 23 a 50, como zona cinza, possibilitando
uma nova avaliagdo dos soros, de modo a garantir maior confiabilidade dos
resultados. E os valores >50 foram determinados como positivos no teste.

Posteriormente foram determinados os critérios de aceitacdo do teste,
estabelecendo valores nominais dos soros padrdes: negativo (19,26); baixo (96,11);
meédio (396,13) e alto (1723,31). E, a faixa de variacédo do controle viral (End point) de
13 a 22.

Apoés contemplar as analises propostas deste trabalho, fizemos a validacdo do
método conforme preconizado pela RDC 27 da ANVISA, avaliando preciséo, exatidao,
especificidade e linearidade. O PRNT mostrou que mesmo em 3 ensaios
independentes, existe uma reprodutibilidade nos seus resultados demonstrando que
valores de titulo do soro (quando o mesmo é diluido em diversas concentracdes e
dosado por PRNT), apresentaram titulos condizentes ao valor esperado de cada
diluicdo do soro (amostra). Com isso, confirmou-se a linearidade de R?= 8588, e que
as variacdes de titulos sdo menores que 15%, tanto para precisdo como para a
exatiddo. Em relacao a especificidade, o PRNT ndo apresentou reagéo cruzada, ao
ser avaliado com um soro padrao reconhecidamente positivo para caxumba, sendo
este desafiado com virus sarampo.

107



O PRNT demonstrou ser um meétodo mais especifico na deteccao de anticorpos
neutralizantes, sendo extremamente Gtil nas analises de estudos clinicos para avaliar
em conjunto com outras técnicas diagndsticas a imunogenicidade de caxumba em

vacina combinada.
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