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VAC 12 - Padronizacao das rea¢cdes de PCR em tempeaf e microarranjo liquido

para determinacédo do titulo da vacina triplice vira
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Introducéo:

A prevengdo contra sarampo, caxumba e rubéola asilBem sendo realizada com a
aplicacdo da vacina trivalente, composta de viiussvatenuados do sarampo (cepa
Schwarz), da rubéola (cepa Wistar RA27/3) e daméeau(cepa RIT 4385 derivada da
cepa Jeryl-Lynn), produzidos em substratos celslam@glulas diploides Estudos clinicos
demonstraram que esta vacina é altamente imun@génanticorpos contra a rubéola
foram detectados em 99,3%, contra 0 sarampo er#9@,@ontra a caxumba em 96,1%
dos primovacinados. A determinacdo da poténciaadma& € realizada por ensaios de
placas de lise, que medem a quantidade de pagidufeciosas. Esses testes
convencionais dependem da observacdo da lise cehdaocada pela infeccao viral.
Embora este método seja considerado o padrdo awaotifulacdo viral, € laborioso e
demanda 7 dias pos infeccdo para ser reveladolmdute, estdo sendo avaliadas a
utilizagéo de técnicas modernas como qPCR e miamjarliquido como alternativas no
controle de qualidade de vacinas.

Objetivo:
Padronizar as metodologias de microarranjo ligeidag?CR como ensaios alternativos

para aferir o titulo dos virus que compdem a vadinalente durante o processo

produtivo em Bio-Manguinhos.

Metodologia:

Vacinas nas diferentes etapas de formulacao (Batiina formulada e liofilizada) foram
utilizadas nos ensaios. O ensaio de microarragjodod foi padronizado para avaliar o
componente sarampo e para determinacdo da curvaopto utilizado anticorpo IgG
(soro) especifico. Neste trabalho foi feita a aegio da concentracdo dos
oligonucleotideos usados para cada alvo e condiesacado para gPCR, assim como a
aplicacdo da curva padrao sintética (GBlock) paemtjficacdo das preparacdes vacinais.



A replicacéo dos virus da caxumba e sarampo faisahzautilizando duas multiplicidades
de infec¢cdo MOI 0,01 e 0,001. Foram coletadas aamsm intervalos de 24 h, que foram
guantificadas por gPCR (cOpias/mL) por ensaioslaeap de lise (PFU/mL).

Resultado:

A padronizacéo realizada para o gPCR demonstrodiogpessivel a quantificacdo dos
trés virus pela técnica. Os resultados obtidosa@®ensaios monoplex e biplex do gPCR
quantificando as diferentes preparacfes vacinaignfosatisfatorios, porém outras
andlises deverdo ser realizadas para o refinardemt@todo. Foi iniciada a padronizagéo
do microarranjo liquido no LATIM para o virus do@apo que também demonstrou ser
factivel a utilizacdo do ensaio, entretanto, antice monoclonais especificos para cada

antigeno deveréo ser testados.

Concluséo:

Os dados deste estudo sugerem que a metodologRCfe pode ser utilizada como uma
alternativa para estimar a concentracdo viral deraas etapas da producdo e
desenvolvimento da vacina, por ser um meétodo rapideprodutivel, o que facilita a

tomada de decisbes durante o processo.
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