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Os produtos disponiveis no mercado para a profilaxia da Raiva, como as vacinas e imunoglobulinas, precisam ser analisados por ensaios de controle da qualidade para averiguar
a conformidade com o padrao determinado pela Farmacopeia Brasileira. Esta zoonose viral esta incluida entre as doencas tropicais negligenciadas com alto indice de letalidade
(99,9%). No que diz respeito ao soro antirrabico heterologo equino, realiza-se o ensaio de poténcia baseado na capacidade de neutralizacao viral. Embora o ensaio em cultivo
celular (Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test - RFFIT) seja indicado, testes in vivo ainda sao empregados. Esses testes podem ser laboriosos, demorados, variaveis e
requerem a manipulacdo de virus viavel. Com a implementacao dos 3Rs (Replacement, Reduction, and Refinement), na utilizacdo de animais de laboratério para fins cientificos,
a substituicdo por metodos in vitro tem sido cada vez mais estimulada. Dentre as tecnicas com esse potencial, o Ensaio de Imunoabsorcdao Enzimatica (ELISA) se destaca como
alternativa para demonstrar a consisténcia de producao dos lotes fabricados. O objetivo deste trabalho e desenvolver um ensaio ELISA indireto de titulacdo de soro antirrabico
equino, para demonstrar a consisténcia de producao, visando a liberacao deste produto, pelo laboratério nacional de controle da qualidade de imunobiologicos para a Raiva, do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fiocruz. Fundamentado em estudos de validacdo realizados internacionalmente, o ensaio consistira na
utilizacdo da vacina de referéncia nacional como antigeno (BR014), de fragmentos F(ab’)2 altamente purificados de soro antirrabico equino e anticorpos antissoro equino

conjugados para a deteccao.

Baseando-se em estudos de validacao realizados internacionalmente, o presente
trabalho visa desenvolver e aplicar um ELISA Indireto (ELISA-I) para titulacao de
soro equino, na liberacao de lotes deste imunobiologico pelo laboratorio de controle,
do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), Fiocruz.

e Ralva endéemica no territorio nacional e custos envolvidos no atendimento
médico;

e Controle da qualidade de Imunoglobulinas - determinacao da poténcia,

e Ensaio de neutralizacao para quantificacao de anticorpos - metodos in vivo e In
vitro recomendados pela Farmacopeia Brasileira,

e Apenas um dos trés produtores nacionais esta apto a usar a técnica in Vvitro;

e Ensaios In vivo com precisao limitada;

e Nova abordagem da Consisténcia de Producao para liberacao de lotes de produtos
bioldgicos.

Padronizacao do ELISA-I de acordo com o método descrito no POP
ELISA Gp do Laboratério de Vacinas Virais - Raiva

Antigeno para a captura das IARs

e Vacina contra raiva de referéncia (BR014) — Glicoproteinas do Virus Rabico
concentrada;

Padronizacao do ELISA-I In house

e Utilizacdo da vacina (BR014) como antigeno de revestimento das placas de 96
POCOS;

e Diluicao e incubacao dos SARS;

e Utilizacao de anticorpo de cabra anti-cavalo biotililado para deteccao de
anticorpos ligados aos antigenos de revestimento.

Padroes e amostras

e Utilizacao do 2° Padrao Internacional da OMS (WHO-IS) (NIBSC) de
Imunoglobulina antirrabica de referéncia de origem humana, calibrado em
Unidades Internacionais (Ul), 30 Ul/mL;

e Analise de amostras de soro antirrabico do periodo entre 2022 e 2023, dos lotes
recebidos no INCQS para controle da qualidade;

e Realizacao de ensaios preliminares para padronizacao do ELISA-I - determinacao
da faixa das diluicOes serialis.

e Estabelecer o protocolo padronizado de execucdo da tecnica apos sua

padronizacao;

e Pre-validar o ensaio ELISA-I para poténcia de soro antirrabico avaliando sua

Relevancia e Confiabilidade e propor ao BraCVAM o ELISA-I como método
candidato a uma validacao formal,;

e Incluir o metodo na Farmacopeia Brasileira.
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e Padronizar a técnica de ELISA-1 para determinacdo da poténcia do soro
antirrabico;

e Avaliar a relevancia do ELISA-I por meio de sua concordancia com os resultados
do metodo de neutralizacao viral, averiguando a sua capacidade de identificacao
de lotes subpotentes;

e Realizar a pre-validacao intralaboratorial da técnica, visando demonstrar sua
confiabilidade por meio da precisao intra e entre ensaios.

1. Revestimento de placas de 96 pocos com 100 pl de antigeno
antirrabico (BR014) - diluicdo em solucao salina tamponada
(pH 7,4) e manutencao da placa a 4 °C;

l

- 2. Série de 4 lavagens com solucdo salina tamponada (100
A ul/poco) com PBST e tratamento com solucao de bloqueio (1
o hora a 37 °C);

l

3. Adicao de 100 pl de amostra (1:500) em pocos duplicados,
Incubacao em temperatura ambiente (30 min);

l

4, Serie de 4 lavagens das placas com PBST e incubacdo com
100 pl/poco (1:20.000) de conjugado anti-lIgG biotinilado de
cavalo (30 min a 37 °C);

5. Série de 4 lavagens das placas com PBST e posterior adicao
de 100 pl de substrato (OPD Sigma® 10 mg; 0,003% H,0,)
em tampao citrato (0,5 M, pH 5,0) a cada poco;

l

6. Incubacao das placas por 15 min a 37 °C;

l

/. Encerramento da reacdao com adicao de 100 pl/poco de
acido sulfarico 1N;

Medicao da absorbancia em leitor de placas ELISA (Molecular Devices) a 450 nm
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