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RESUMO

O agente etiologico da tuberculose M otuberculosisum patdgeno intracelular, sendo uma
das principais causadoras de mortes no mundo pa@miocu agente infeccioso. A vacina BCG
€ constituida por uma cepa viva atenuadddbovis amplamente utilizada para a prevencao
da tuberculose (TB) e como agente imunoterapicaraan cancer superficial de bexiga. A
Farmacopeia Brasileira e a OMS recomendam a tédeicantagem de unidades formadoras
de colénias (UFC) para a determinacdo da viabiidadrmoestabilidade e ensaios de
poténcia da vacina BCG. Essa técnica € lenta, eqaasdo baixa reprodutibilidade e alta
variabilidade nos resultados dos testes.

A OMS tem realizado desde 1999, revisGes dos ragertos de qualidade da vacina BCG
em uso visando a atualizacdo das metodologias ®gmdsados no controle. Dentre esses
métodos encontra-se 0 ensaio de bioluminescéndiR, rAodificado, que pode ser utilizado
para determinar o nimero de organismos viaveis vaamas liofilizadas e congeladas,
incluindo novas cepas recombinantes. Outra recoagéiodpara o controle de qualidade da
vacina BCG baseia-se na confirmacéo da identidadeatuto, nas caracteristicas genéticas
e morfoldgicas, na observacdo dos bacilos coradds método de Ziehl-Neelsen e na
determinacdo das caracteristicas das col6niasidgassem meio solido. Estes métodos néo
permitem discriminar as diversas subcepas de BG&macomo diferencia-las de outros
membros do complexd. tuberculosisO uso de técnicas empregando acidos nucléicos foi
introduzido como método alternativo de controleqdalidade para as subcepas de BCG na
fabricacdo da vacina por ser especifico, rapidprodtivel, robusto e de baixo custo. O
objeto do presente estudo, a atualizacdo do centtelqualidade da vacina BCG Moreau
RDJ, por meio da identificacdo gendmica por PCRtiplak (PCRm) e avaliacdo da
viabilidade por bioluminescéncia, de acordo comm@gas normas preconizadas pela OMS
possibilitou a avaliagdo de 10 lotes para determénaelacdo de ATP pelo UFC. Nossos
resultados indicaram que a quantidade de ATP prdduezstava diretamente relacionada a
quantidade de bacilos viaveis na cultura, mostramti@ correlacado forte e positiva (r =
0,872961). A avaliacdo da identidade da vacina B@geau RDJ foi realizada apdés uma
padronizacdo da extracdo do DNA gendmico e amatiio por PCRm de cinco alvos
genéticos e os resultados mostraram que a técnieprédutivel e capaz de amplificar os
fragmentos esperados RD2(315 pb), RD8(472 gdnX3-regX@76 pb), RD15(252 pb) e
RD1(196 pb) em 9 dos 10 lotes testados, com a ma¢@d da identidade nos diferentes
lotes. O presente trabalho faz parte de um estudiicéntrico internacional coordenado pela
OMS em andamento desde 2004, que visa a unifordozag novas metodologias de
Controle de Qualidade cuja normatizacdo deverarecapos a analise dos resultados por
comités da OMS e, consequentemente, a melhorigadasas BCGs e de outras contra a TB,
em desenvolvimento, que tenham como matriz micébast
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ABSTRACT

The causative agent of tuberculosidMs tuberculosis an intracellular pathogen, is a major
cause of death worldwide by a single infectiousnagéhe BCG vaccine comprises a live
attenuated strain oM. bovis widely used for the prevention of tuberculosiB)Tand
immunotherapeutic agent against superficial bladwercer. The Brazilian Pharmacopoeia
and WHO recommend the technique of counting cofonying units (CFU) to determine the
feasibility and thermostability assays BCG vacqgiogency. This technique is slow, displays
low reproducibility and high variability in testselts. Since 1999 WHO has held meetings to
review the quality requirements of the BCG vaccineuse in order to update existing
methodologies and standards employed as standatwdse Among these new methods the
bioluminescence assay (modified ATP) has beendeastaletermine the number of viable
organisms in vaccines frozen and lyophilized, idelg new recombinant strains. Another
recommendation for the quality control of BCG vaeciis based on the confirmation of
product identity, genetic characteristics and motpgical observation of bacilli stained by
the Ziehl-Neelsen and in determining the charasties of colonies grown on solid media.
These methods do not allow discriminating amongst different BCG substrains, and
differentiate them from other members of thle tuberculosiscomplex. Using techniques
employing nucleic acid was introduced as an alter@amethod for the quality control of
substrains in manufacturing of BCG vaccine fomgespecific, rapid, repeatable, robust and
low cost. The object of this study, updating thelgy control of BCG Moreau RDJ, by
identifying genomic multiplex PCR (mPCR) and asses# of viability by bioluminescence,
according to the new standards proposed by WHOQwatlothe evaluation of 10 lots to
determine the relationship of ATP by the UFC. Qasults indicated that the amount of ATP
produced was directly related to the amount of ieiddacilli in culture, showing a strong and
positive correlation (r = 0.872961). The assessroétite identity of BCG Moreau RDJ was
performed after a standardized genomic DNA extoaciind amplification mPCR five genetic
targets and the results showed that the technigueproducible and able to amplify the
expected fragments RD2 (315 bp), RD8 (472 d99)X3-regX3276 bp), RD15 (252 bp) and
RD1 (196 bp) in 9 of the 10 lots tested, with ré&tam of identity in different batches. This
work is part of an international multicenter studyordinated by WHO in progress since
2004, which aims to standardize new methods of iQuabntrol whose normalization should
take place after the analysis of the results by WWdO committees and, consequently,
improved BCG vaccines and other against TB in dgwekent that have the matrix
mycobacteria.



1 - INTRODUCAO
1.1 - A Tuberculose
1.1.1 - O agente etioldgico

A tuberculose (TB) tem como agente etiolégicdpcobacterium tuberculosié\.
tuberculosiy, uma bactéria pertencente a ordeictinomycetales e a familia
Mycobacteriaceaedescoberto por Robert Koch (Prémio Nobel em 1965)1882, sendo uma
das principais causadoras de mortes no myoatoum Unico agente infeccios@ucati et al.
2006; Ottenhoff 2009; Kaufmann et al. 201®Morfologicamente, as micobactérias pertencem
ao génerdviycobacteriumapresentam-se na forma de bacilos retos ou cureos 0,2 a 0,7
pum de largura por 1,0 a 10,0 um de comprimentou¢gig..1). Sao parasitos intracelulares
facultativos, aerdbios, iméveis e ndo formadoregsfwros. Os representantes deste género
apresentam como propriedade tintorial caracteaisticalcool-acido resisténcia, podendo
formar complexos com os derivados de trifenilmetamesistindo a acdo do &lcool-acido.
(Nolte et al. 1995; Parish & Stoker 1998; Porth200

Figura 1.1 - Microscopia eletrénica dil. tuberculosis.
Fonte:<http://wellcometrust.wordpress.com/2011/88i@rld-tb-day-2011/>



Os mecanismos imunopatolégicos da infeccdoMpotuberculosisestdo diretamente
relacionados com a composicéo da parede celulbacito. A composicéo da parede celular é
bastante complexa, apresentando alta concentrgjdicd, aproximadamente 20 a 40% do
peso seco do bacilo, que é responsavel pela msst@&las micobactérias ao sistema
imunoldgico do individuo infectado e a acdo dosirdetantes acidos e basicos. Esta
caracteristica torna a sua parede hidrofobica eerim@éavel aos corantes aquosos, quando
submetidos ao aquecimento (Nicod 2007).

A parede das micobactérias é formada pela memloiiopdasmatica, seguida de uma
camada intermediaria de peptideoglicanos, como ido aglucolil-muramico, ligados ao
polissacarideo arabinogalactano e estes ao acicldicoi que corresponde a porcao externa
da parede celular bacteriana, denominada complegolilarabinogalactano (Figura 1.2).
Este complexo impermeabiliza a superficie da mictdve tornando-a resistente aos
compostos hidrofilicos e a dessecacgdo, além deulldir a captacdo de nutrientes e por
consequéncia, 0 seu crescimento. As micobactéonasideradas de crescimento rapido
requerem menos de 7 dias para produzir coléniageissenquanto, as de crescimento lento,
produzem coldnias visiveis apés 7 dias de inocolagéimeios de cultura solidos (Nolte et al.
1995; Lee et al. 2005).
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Figura 1.2 - Esquema da organizacdo e composi¢céo da parietle a®M. tuberculosisFigura
adaptada. Fonte:< http://faculty.ccbcmd.edu/colbbgeisd 1/lecguide/unit4/innate/ulfigll.html>



O acido micélico, o principal grupo de lipideogdis, é responsavel pela caracteristica
de Alcool-4cido resisténcia. Os glicolipideos ou cosideos do complexo
micolilarabinogalactano, como a lipoarabinomanaNl)Asao responsaveis pela toxicidade e
estimulo & resposta inflamatoria granulomatosan afia resisténcia a fagocitose e aos
antibioticos. Ja o fator corda ou dimicolato dealsee (componente lipidico téxico) e os
sulfolipideos de trealose séo responsaveis peszionento das colbnias virulentas e reducao

da func&o microbicida pela inibicdo da fusdo d@$sgma-lisossoma (Pollock & Neill 2002).

1.1.2 - Transmissao da doenca

O bacilo da TB é transmitido na maioria dos casela pia respiratoria a partir de
pacientes baciliferos que liberam pequenas gofidakrossois) pela tosse, espirros e fala. O
namero de bacilos nas goticulas, sua viruléncipogigdo a luz ultravioleta (UV) e o grau de
ventilacdo do ambiente s&do fatores que influencdimtamente a sua transmissdo de
individuo a individuo (Center for Diseases Con#adl Prevention 2008).

As goticulas contendo bacilos, ap06s a expectorgoédem permanecer no ar por
alguns minutos ou até mesmo horas sendo aspiradaadividuos saudaveis (Figura 1.3).
Apoés percorrer as vias aéreas podem alcancar gdgsoterminais da arvore respiratoria
chegando aos alvéolos (Sant'‘Anna 1988; Friedernl.2003). O bacilo, pode migrar para
outros 6rgdos causando tuberculose extrapulmopatatogias no sistema linfatico, pleura,
ossos/articulacdes e meninges (American Thoraae§oand Centers for Disease Control
and Prevention 2000).

Figura 1.3 -Esquema de transmissao da tuberculose. Figursaaldap
Fonte: <http://linssky.com/2011/07/tuberculosigismission-and-symptoms/>



1.1.3 - Fisiopatologia

O muco produzido pelas células caliciformes apn&ios bacilos presentes nas vias
respiratorias superiores. O papel do muco na captde substancias e organismos estranhos,
além do movimento ciliar é fundamental para a elagéo do bacilo da TB e propicia ao
individuo um sistema de defesa fisico inicial quevme a infec¢cdo na maioria dos individuos
expostos ao bacilo (Frieden et al. 2003; Jensah 2005).

As bactérias que rompem o sistema mucociliar gatheaos alvéolos séo rapidamente
cercadas e envolvidas pelos macrofagos, célulasrase do sistema imune inato mais
abundantes nesses espacos, responsaveis pelopromeibate visando impedir a infeccéo e
destruir o bacilo, com varios mecanismos e receptoenvolvidos na absorcdo das
micobactérias (van Crevel et 2D002; Korf 2006).

O M. tuberculosisentra nos macréfagos alveolares por endocitoseiandeedoor
receptores como os da manose que se ligam a LAM er@teinas do complemento
facilitando a opsonizacdo pelas células fagocit{€sters & Garfield 2002). No interior
dessas células, o bacilo multiplica-se no fagossbiogueando a fusdo com o lisossomo por
meio de mecanismos como a inibicdo dos sinais W& ad o bloqueio do recrutamento das
proteinas, que mediam a formacdo do fagolisossdgligkmhan & Jacobs 2003). Nos
macrofagos as micobactérias se multiplicam lentéeneom divisdo celular a cada 25 a 32
horas (American Thoracic Society and Centers fgeBse Control and Prevention 2000).

Apesar da infeccao inicial poder ser controladgpmgredir, ocorre neste processo
infeccioso uma intensa producdo de enzimas prttadie citocinas por macrofagos, na
tentativa de degradar as bactérias (Nicod 2007proalucdo de mediadores quimicos atrai
linfécitos T para o local da infec¢do. Os macrofagas células apresentadoras de antigenos
(APCs) expdem antigenos micobacterianos para &&ciios T. Este processo inicial do
sistema imune permanece por 2 a 12 semanas, 08rgaicismos continuam crescendo até
atingir um namero suficiente para ativar a respostane mediada por células e a formacéao
de ganulomas em torno do bacilo (Rosenkrands 20@R; Dheda et al. 2005).

Os granulomas, formados pelo acumulo de linfocit@givados e macréfagos (Figura
1.4), possibilitam a formacdo de um micro ambieqiee limita a multiplicacdo e
disseminacédo das bactérias (Nicod 2007). No processrre intensa morte de macréfagos
com producao de necrose soélida no centro da |€&sibacilos sdo capazes de se adaptar ao
meio através de mudancas na expressao fenotipite, & producdo de proteinas regulatérias
possibilitando a sua sobrevivéncia neste novo naorbiente (Li et al. 2002).



Aerosséis com bacilos s3o0
inaados, entram
no pulmio e se
depositam nos alvéalos,

Osmacréfagos e os
linfécitos T agem em
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infeccdo através da
formagio de grannloma
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Figura 1.4 - Fisiopatologia da tuberculose: a inalacédo ddds(A), a contencdo em
um granuloma (B) e a rotura do granuloma com d&fitia do sistema imune (C). Figura adaptada de
Knechel (2009).

1.1.4 - Resposta imune contraa TB

Existem inimeras evidéncias tanto em seres huntareog€o em camundongos que a
protecao contra a TB depende essencialmente dastasge células T helper 1 (Thl) tipo T
CD4+, sendo de fundamental importancia para o clentta infeccdo, a producao de citocinas
do tipo interferon gama (IFN)} e fator de necrose tumoral alfa (TMIr- Além disso, as
células Thl tipo T CD8+ contribuem para a proteg@oprimeiro momento pela producéo de
citocinas (INFy, TNF-a e IL-2) e pela producdo de perforina e granulisina, quérakes
diretamente os bacilos e macréfagos infectadofhiéifimet al. 2008; Hoft 2008).

Os principais mecanismos envolvidos na eliminagé® lohcilos intraceleulares nos
macrofagos compreendem a liberagdo de varias masectais como 0s reativos
intermediérios do oxigénio e do nitrogénio, comtagse para a producdo de Oxido nitrico
(NO) e de peroxido de hidrogénio 4Bb). A producdo desses reativos depende da atividade
das enzimas superoxido-dismutase e Oxido nitricietsise indutivel (INOS), estimuladas na
presenca de IFN; especialmente em sinergia com o TélFum mecanismo essencial para o

controle da infeccdo (Ducati et al. 2006).



Outro caminho para o controle da TB é a apoptoseéliglas hospedeiras. No
fendbmeno da apoptose que conta com a participag@eldlas CD4+ e CD8+, a fagocitose
realiza-se com a participagdo do IFNNo citoplasma da célula formam-se multiplos
vacuolos dilatados que englobam os fagolisossormmas) diminuicdo do pH, intensa
producdo de radicais livres e ions superdxidosando uma condicdo dificil para
sobrevivéncia do bacilo. O macréfago tem o seu lboditano interrompido, o DNA
fragmentado pelas condi¢cbes desfavoraveis do ago e morre juntamente com o agente
infeccioso. (Dietrich et al. 2009).

Descobertas recentes tém mostrado uma potencigibzogdo da interleucina (IL)-17
produzidas pelas células T helper 17 (Th17) pandralar a infeccdo. Essas células atraem e
ativam mondcitos no sitio de multiplicacdo Nb tuberculosis. Em granulomas solidos
ocorre o desenvolvimento de células fagociticas anocdeares de diversos estagios de
maturacdo e células T de fendtipos diferenciadasssbds granulomas, os bacilos estédo
controlados, mas nao erradicados e isto se traalwomvivéncia equilibrada do hospedeiro e
do patogeno. A TB pode se desenvolver novamentegrgtaquecimento da resposta imune
do hospedeiro, fazendo com que o granuloma sdotideetse caseoso, com a reativacdo da
doenca. O bacilo inicia o processo de multiplicag@alendo migrar para outros 6rgaos e ser
transmitido pelo hospedeiro para outros individsesdaveis (Martin 2005; Cooper 2009).

Estudos realizados em animais mostraram que célllantigeno-especificas se
desenvolvem durante a infeccdo p#&fo tuberculosise produzem inumeras citocinas. As
células T polifuncionais sao indicativas de protegi também foram identificadas em
pacientes que participaram de ensaios de revacirf{Be&eridge et al. 2007).

Em individuos adultos que receberam o reforco BEIG foi observada a presenca de
células T polifuncionais com amplo potencial peigtivo. Estudos com animais sugerem
que as células T antigeno-especificas sdo capazesithr o granuloma em estagios iniciais
da infeccdo, mas sdo moduladas por células T régials (Treg) durante a progressédo da
lesdo. A imunidade sofre a agéo de citocinas ré@ida, incluindo IL-10 e IL-27 e moléculas
regulatorias, como lipoxinas e DAP-12, secretadel® patdgeno para sua sobrevivéncia
contra as defesas do hospedeiro. A IL-27 € respehgdela protecdo do pulméo e
sobrevivéncia dos individuos infectados em longaz@i(Parida & Kaufmann 2010).

A citocina IL-12p70 é necesséria para melhorarspasta das células T produtoras de
IFN-y e reduzir a multiplicacdo ddl. tuberculosis A IL-23 induz respostas pulmonares ao

IFN-y na auséncia da IL-12, enquanto a principal furtgiid-17 é auxiliar a resposta imune



no pulmao. As citocinas IL-23 e IL-17 ndo s&o eswsas para 0 controle precoce da TB nos
pulmdes, mas ambas as citocinas parecem contphtar melhorar a protecéao induzida pela
vacinacdo. A IL-17 é uma potente citocina pro-imioria, induzida durante a TB,
responsavel por auxiliar a expressédo de quimioanasecrutamento de células do sistema
imune do parénquima pulmonar. Apesar das célulds eiThl7 serem estimuladas pela
infeccdo primaria d. tuberculosisa resposta protetora € altamente modificada s@naia

de Thl, mas ndo na auséncia de Th17 ( Lyakh 20@8; Okamoto et al. 2010).

Pesquisas em camundongos apresentaram fortesomdiei que o IFN-ndo se
correlaciona diretamente com a protecdo induzida BEG. A vacina induz um padréo
complexo de expressdo de citocinas e fendtipodacety Além disso, entre os padrbes
fenotipicos de células T CD4+, as células de margnam produtoras de IL-2 e as células
efetoras eram produtoras de IMacintyre 2007).

Estudos recentes sobre o papel da imunidade ieasaagn mais entendimento sobre
peptideos antimicrobianos e neutrofilos na TB. Nwmareacimento da TB pulmonar,
desequilibrios em subpopulag@es de células Nakiitar (NK) foram observadas, indicando
0 seu envolvimento durante o curso da doenca (iHenhtd. 2006).

1.1.5 - Manifestacdes clinicas

Os sintomas classicos da TB pulmonar sdo tossdsieerte, febre vespertina,
emagrecimento e sudorese noturna. Ela pode sersseatar sob a forma primaria, pés-
primaria (ou secundaria) ou miliar (Brasil 2011).

Os casos de TB pulmonar priméaria ocorrem com mfagmuéncia em criancas, de
maneira insidiosa, com o paciente mostrando-gadigo, com febre baixa, sudorese noturna,
inapeténcia e o exame fisico podendo ser inexpresSant’Anna et al. 2009; Brasil 2011).

A TB pulmonar pds-primaria ocorre, na maioria dasos, em adolescentes e adultos
jovens e as caracteristicas principais dessa da&t;tosse (seca ou produtiva), expectoracao
(purulenta ou mucdide), febre vespertina , sudonederna, anorexia e ausculta pulmonar
com diminuicdo do murmurio vesicular, sopro anforau normal (Kristski & Melo 2007;
Brasil 2011)

A TB miliar é determinada a partir das caracterstiradiologicas pulmonares. E uma
forma grave da doenca que acomete individuos insupoignidos e € mais comum em

criancas e adultos jovens. Os sintomas caractarsssiao febre, astenia e emagrecimento. O



exame fisico pode mostrar hepatomegalia, alterag@esstema nervoso central e alteracdes
cutaneas do tipo eritemato-maculo-papulo-vesicsl@Badrozo et al. 2009; Brasil 2011).

Na TB extrapulmonar os sinais e sintomas séo dibésdos de acordo com 6rgaos ou
sistemas acometidos. As principais formas sdo EBrpl, empiema pleural tuberculoso, TB
ganglionar periférica, TB meningoencefalica, TBig@ndica e TB 6ssea (Brasil 2011).

A forma pleural é mais frequente em individuos {hss$ para a infeccéo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Apresenta-se comamaicidéncia em jovens e caracteriza-
se pela ocorréncia de dor toracica; astenia, emiageato e anorexia em 70% dos pacientes;
febre com tosse seca em 60% dos individuos e, lggmsacasos, pneumonia bacteriana aguda
e dispnéia (Burril et al. 2007).

O empiema pleural caracteriza-se por rotura de oawdade tuberculosa para o
espaco pleural com ocorréncia de pneumotorax sadona@ fistula broncopleural pela
cavidade tuberculosa (Brasil 2011).

Os casos de TB ganglionar periférica apresentamese maior frequéncia em
criancas e pacientes HIV positivos, sendo mais comon individuos abaixo de 40 anos. As
caracteristicas clinicas sdo aumento subaguddomeassimétrico das cadeias ganglionares
cervical anterior e posterior, além da supracldaic{Conde & Muzy de Souza 2009).

A TB meningoencefalica pode se apresentar na feubaguda ou crénica, com sinais
e sintomas com duracdo superior a 4 semanas. Naeifi 0 paciente apresenta
irritabilidade, cefaléia holocraniana, sonoléncémorexia, alteracdes de comportamento,
vomitos e dor abdominal associados a febre, fotafelrigidez de nuca por tempo superior a
duas semanas. Algumas vezes, 0s pacientes cordoesiea podem apresentar sinais focais
relacionados a sindromes isquémicas locais ou\amvémento de pares cranianos (11, 111, 1V,
VI e VII) e com ocorreréncia casos hipertensacacraniana (edema de papila). Na forma
cronica, o paciente pode permanecer varias sencanasefaleia e com o comprometimento
dos pares cranianos suspeita-se de meningite ar@®& & Menzies 2009; Brasil 2011).

Os principais sintomas da TB pericardica sdo dictoa, tosse seca e dispnéia. Em
alguns casos os pacientes podem apresentar &hagrecimento, astenia, tonteira, edema
de membros inferiores, congestdo hepética e d8atey et al. 2009).

A TB 0Ossea apresenta-se na maioria dos casos anta@si ou em pessoas entre as 42 e
52 décadas. Atinge mais a coluna vertebral e asilagdes coxofemoral e do joelho, embora
possa ocorrer em outros locais. O quadro clinicacteristico constitui-se de dor lombar, dor
a palpacdo e sudorese noturna comprometendo ragisefitemente a coluna toracica baixa e

a lombar (Scheinmann et al. 1997).



1.1.6 - Diagnostico da doenca

Os meétodos utilizados atualmente para o diagrsiac TB sdo a baciloscopia, a
cultura microbioldgica, a radiografia de térax teste intradérmico com o derivado protéico
purificado purified protein derivativePPD, em inglés) ou teste tuberculinico (TST).eBss
meétodos ndo tém apresentado o sucesso esperadeegaza a incidéncia da TB de forma
significativa (Frieden et al. 2003).

A baciloscopia é o método de diagnéstico e contrdés usado durante o tratamento
da TB pulmonar, sendo a técnica fenotipica de aQiw especifica Ziehl-Neelsen (ZN) a
mais empregada para a pesquisa de bacilos no@sgpasar de ser simples e de baixo custo,
o método de ZN apresenta como principal desvantagéto de ser negativo em 30 a 50%
dos casos de pessoas infectadas, em parte devidceasidade da presenca de pelo menos
5.000 bacilos/mL de escarro (CDC 2012; Haldar 2011)

A cultura microbiolégica é utilizada em casos puhai@s suspeitos e negativos a
baciloscopia. A vantagem desse método estd na idapac de detectar e isolar a
micobactéria, podendo identificar a espécie ou dexapisolado, além de determinar a
sensibilidade aos quimioterapicos para TB (Ceyhaal.e2012). Os principais meios de
cultura utilizados sdo o de Lowenstein-Jensen (reéiinlo a base de ovo) e o Middlebrook
(solido ou liquido, a base de agar). Essa metodolagresenta um longo periodo de
realizacdo devido as caracteristicas de cresciniento das micobactérias, sendo necessario
de 3 a 6 semanas para a deteccdo do bacilo emsgiglo e o teste nem sempre apresentar
100% de positividade. Os sistemas automatizadas geteccdo de micobactérias como o
BACTEC 460 TB®, BACTEC 9000® e o MGIT® utilizam nosi enriquecidos que
promovem a aceleracdo do crescimento bacterians,podem também indicar resultados
falso-positivos devido & contaminacgéo por outraséves (Golden 2005; Teixeira 2007).

A radiografia do torax é uma importante ferramegoaea auxiliar o diagnostico da TB
em pacientes que sdo sintomaticos e negativos ibbdmmpia, em familiares de pacientes
baciliferos e em suspeitos de TB extrapulmonar. €odo se baseia na presenca de
opacidades radiologicas caracteristicas. Na TB gudémprimaria observa-se opacidade mais
homogénea e aumento no volume dos linfonodos ragiasm na TB pulmonar secundaria
observa-se opacidade heterogénea com a presencavidades e nédulos (Thrupp et al.
2004). A tomografia computadorizada do torax apresalta resolucdo e maior sensibilidade
guando comparada a radiografia de térax, mas aypeealto custo estando disponivel apenas
em centros de referéncia (Teixeira 2007; Bahar@@8R
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O TST ou PPD apresenta alta positividade em indoddcom a doenga e tem sido
utilizado na triagem como auxiliar no diagnostica @B permitindo a identificacdo da
infeccao, inclusive na forma latente, ndo sendcisute para o diagnostico da doenca. O
PPD néo possui alta sensibilidade ou especificidagl®m média, 10 a 25% dos pacientes com
TB ativa ndo reagem ao teste, o qual apresentabsBelasle reduzida em pacientes
imunocomprometidos, pessoas recentemente infectadiaancas jovens. Por conter diversos
antigenos compartilhados entre diferentes espéeeamicobactérias (ambientais, complexo
M. tuberculosise M. bovigBCG) o PPD apresenta baixa especificidade namiddb com
seguranca as pessoas vacinadas das expostas actécals ambientais ou infectadas com o
complexoM. tuberculosigFine 1994; Andersen 2000).

Até recentemente, a deteccdo da tuberculose laf€Bte) por M. tuberculosisera
realizada com o teste de PPD, mas devido a bansibiielade e especificidade clinica,
novos métodos de avaliacdo tem sido usados (S¥d). Uma alternativa sdo os métodos
imunoldgicos disponiveis comercialmente baseaddibeecdo de interferop (IGRAS) em
que o IFNy, indicador antimicobacteriano de células T efetorasje ser analisado por
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) como saenQuantiFERON-TB (Cellestis
Limited, St. Kilda, Australia) ou por ELISPOT (emag-linked immunosorbent spot), como o
ensaio T-SPOTB (Oxford Immunotec, Oxford, Reino Unido). Esses @ssan Vitro
detectam no soro de pacientes qualquer liberacat-ldey na estimulacdo de células T
sensibilizadas a antigenk tuberculosiscomo o ESAT-6 e o CFP-10 (Pai 2004).

Para detectar a TB ativa novos testes moleculatés sendo desenvolvidos como o
e-nose ou nariz eletrénico, capaz de detectar componentdateis no soro. Estes
componentes sao possivelmente liberados a partirpdlmdo para a circulacdo por
micobactérias presentes em uma infeccdo ativajrpeqgesar da facilidade de execucédo e
baixo custo, este método ndo tem mostrado ser cigpdiscriminar entre infec¢cdes causadas
por micobactérias patogénicas e ndo patogénicafei® da vacinagdo pelo BCG sobre a
sensibilidade desse método de diagndstico € infeetad et al. 2005; Pai & Menzies 2009).

O método de amplificacén vitro de acidos nucleicos (TAAN) é baseado na deteccéo
de sequéncias especificas de DNA do compMxtuberculosisem espécimes clinicos, com
resultados em 24 a 48 horas. Esses ensaios apmesemba resposta rapida, exigindo
laboratorio, pessoal técnico especializado, naesaptando praticidade nos casos de TB
extrapulmonar ou pediatrica, nos quais € necestaner um procedimento invasivo para

obtencdo de amostra para andlise (Sperhacke 2Q08ruMy 2011; Brasil 2011).
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1.1.7 - Epidemiologia

A TB é uma doenca grave de evolucdo cronica gueatermentado a humanidade
nos ultimos milénios. Ha evidéncias dessa doenc&agmentos dsseos da coluna vertebral
em mumias do antigo Egito, a 5.000 a.C., que apt@sam deformidades caracteristicas da
tuberculose (Rosemberg 1999). A ideia de que esseacd esteve amplamente distribuida
pelo mundo vem de cadaveres encontrados, com ddbmes 6sseas, em varias regides da
Italia, Dinamarca e paises do Oriente Médio, néoperNeolitico (Smith 2003).

A TB é um dos principais problemas de saude paippcncipalmente em paises em
desenvolvimento (Colditz et al. 1995; Kaufmann 20B&gundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) (2007 e 2009), uma pessoa morre de dd8laa 18 segundos, quase 2 milhdes
por ano e a cada 4 segundos uma pessoa desenvdoBeativa, totalizando cerca de 10
milhdes de novos casos a cada ano. Estima-se anbithdles 0 nimero de pessoas infectadas
por M. tuberculosisno mundo e que 10% dessas desenvolvem a doenca.

Na lista das infecgdes letais a TB permanece po, foerdendo apenas para a aids. E
a principal causa de morte entre individuos infim$apelo HIV o que contribuiu para o
ressurgimento dessa doenca na Africa. Ha aproximexiz 15 milhdes de individuos co-
infectados HIVM. tuberculosisho mundo. A ligac&o perigosa entre o HIV/aids éBaéTmais
complicada pelo aumento da incidéncia de tubereulouilti-resistente (TB-MDR) e
extensivamente resistente aos medicamentos (TB-X®R)ocorréncia mais recente de cepas
totalmete resistente a drogas (TB-TDR), que praigg#de ndo tem tratamento, tornando o
sucesso terapéutico praticamente impossivel (WHO8;2Bhenoi & Friedland 2009;
Kaufmann 2010; Gandhi et al. 2010).

O tratamento para a TB-MDR, definida como a réaish a rifampicina e isoniazida,
com ou sem resisténcia a outras drogas é duradowogs eficaz, caro e pouco tolerado
pelos pacientes. A TB-XDR é resistente a pelo mentasmpicina e isoniazida, além de
outras quinolonas e pelo menos um agente de seglimua injetavel (capreomicina,
amicacina e canamicina). Aproximadamente, 50 mdtde pessoas j& estdo infectadas com
cepas TB-MDR, com mais de 110.000 mortes por d@ary & Wilkinson 2007; Donald &
Van Helden 2009; Zignol et al. 2006; WHO 2012).

Em 2011 ocorreram 8,7 milhdes de novos casos dé€Figaira 1.5), a maioria no
Sudeste Asiatico (59%) e em Regides Africanas (2686) pequenas proporcdes na Regido
Oriental do Mediterraneo (7,7%), Europa (4,3%) eéhimas (3%). Do total destes novos
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casos cerca de 1,0-1,2 milhGes (12-14%) eram HRitigos com 79% na Africa e 13% no
Sudeste Asiatico (WHO 2012).

Os cinco paises com o maior nimero de casos emfaeit india (1,6-2,4 milhdes),
China (0,9-1,1 milhdes), Africa do Sul (0,4-0,6 mdiés), Indonésia (0,4-0,5 milhdes) e
Paquistéo (0,3-0,5 milhdes) (WHO 2012).

Estimated new
TE cases (/| forms)
per 100 000 population s

" = o024 \

[ 25-4a

B =o-149

B 1s000 I}
=300

5 Mo estimate - /

[ Mot applicable

Figura 1.5 —Estimativa da incidéncia de TB no mundo por cadad pessoas no ano de 2011
(WHO 2012).

A estimativa do numero de mortes em decorrénci@aRipara o ano de 2011 foi de
990.000, o equivalente a 14 mortes por 100.00Qdratles, com um adicional de 0,43 milhdes
de mortes associadas a co-infeccdo pelo HIV e (lBam entre mulheres. As taxas de
mortalidade, excluindo as mortes de pessoas HIMiyas cairam 41% desde 1990 (Figura
1.6) em todo o mundo, estando em declinio em tedasegides. A Figura 1.7 mostra a
mortalidade de TB no mundo (WHO 2012).
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(WHO 2012).
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No Brasil de acordo com o Ministério da Saude (M&)ve uma reducao de 3,54%
nos casos de TB que em 2010 atingiram 71.790 e(d&rh @lcancaram 69.245, tendo sido
registrados 36 casos da doenca por 100 mil habganbntra 42,8 casos em 2001 (Tabela
1.1).

Tabela 1.1- Taxa de incidéncia por TB por 100 mil habitantes

Regido 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
taxa ftaxa [taxa [taxa [taxa [taxa [taxa [taxa [faxa [faxa taxa
Norte 51,2 |51 50 50,6 | 47,2 45,9 453 46,3 476 455 452
Nordeste | 46 44,1 | 46,1 459 454 40,7 38,3 3&6 38,49 385,9
Sudeste 44,41 48,7 47,3 455 42,7 413 406 42,17 4406 37,6

sul 322 /346 354 341 324 304 316 327 33 333
Centro- a7 1263 271 | 247 253 24 23 | 233 22 226 22
Oeste

Brasil 428 444 444 434 415 387 379 1388 382 37.6 36

Fonte: Sinan, InfoPen e IBGE (consulta realizadal &6/2012). Dados sujeitos a alteracao

O numero de Obitos decorrentes da doenga, tambéeseampou reducdo com uma
queda de 23,4% na taxa de mortalidade apos umaalétabela 1.2)O pais registrou 3,1
Obitos para cada grupo de 100 mil habitantes em,2@@ssando para 2,4 em 2010. Apesar
dos avancos no pais, a TB representa a quarta daudhitos por doencas infecciosas e a
primeira entre pacientes com aids (Boletim Epidédgico 2012).

No Rio de Janeiro, a taxa de incidéncia da TB efil28ve uma redugéo de 18,9%
variando de 70,3 para 57,6 por 100 mil habitantesedacdo a 2010. O Sudeste foi a regiédo
que apresentou a maior reducdo da taxa de incal@&acmesmo periodo passando de 40,6
para 37,6 por 100 mil habitantes. A regido Nordaptesentou reducéo de 36,9 para 35,9 por
100 mil habitantes em relacdo a 2010, enquant@idaeNorte manteve a mesma taxa no
periodo (45,2 por 100 mil habitantes) e as regiidse Centro-Oeste apresentaram pequenas
reducdes, de 0,2 e 0,6, respectivamente (Boletigiepologico 2012; Rojahn 2012).
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Tabela 1.2— Taxa de mortalidade por TB por 100 mil habitante

Regido 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
taxa taxa taxa [ftaxa ftaxa ftaxa taxa taxa taxa taxa
Norte 29 23 25 124 23 23 23 24 24 22
Nordest 3,1 3,2 3 3 31 | 31 31 31 3 2,8
Sudeste 3,7 | 34 32| 31| 2,7 27 26 2,7 26 26
Sul 23 2.2 21 | 2 1.8 | 1,7 1,7 1.8 17 16
Centro-Oeste = 2 1,9 18/ 19 18 16 16 14 1,5 16
Brasil 31 3 28 28 26 26 25 26 25 24

Fonte: Sinan, InfoPen e IBGE (consulta realizada 26/2012). Dados sujeitos a alteracdo

1.2 - AVacina BCG

O bacilo utilizado nos dias atuais para a produddovacina BCG foi obtido por
Nocard, a partir do isolamento de uma cepa viraléeiMycobacterium bovis (M. bovisjo
leite de uma novilha com mastite tuberculosa. EABB8 e 1921 na tentativa de obter
suspensdes homogéneas e nao grumosas, Albert Liote€ Calmette obteve casualmente
um fenbmeno de mutacdo, repicando as culturas d¢atabampregnadas em bile de boi
(Succi 1985; Doherty & Andersen 2005). Ap6s 231spgens Albert Léon Charles Calmette
e Jean-Marie Camille Guérin observaram que asragl@inda se mantinham grumosas com a
mesma morfologia e propriedades fisicas, sendes essastras posteriormente nomeadas de
bacilos de Calmette-Guérin (BCG), apresentandouatgio progressiva da viruléncia em
animais de laborat6rio (Sakula 1983).

A cepa atenuada dd. bovis BCG, foi desenvolvida ha quase 100 anos e pereane
como a unica vacina disponivel contra a TB. A BC@& grimeira vacina administrada em
recém-nascidos nos paises em desenvolvimento (Etuwalz 2006) e teve seu uso inicial em
humanos no ano de 1921, quando uma criancga reoc@beranca, por via oral trés doses de 2
mg (6 mg no total; aproximadamente 2,4 X WEC). Apds a administracdo da vacina ndo
foram observados efeitos adversos e a crianca esendolveu TB, apesar de sua mae ter
morrido de TB apds o parto. Depois do sucesso dessaacao outros recém-nascidos foram
vacinados e nao foi observado o desenvolvimentdBlana infancia indicando que uma

vacina segura e eficaz contra a TB estava dispbofhineet al. 2009).
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A partir de 1924, o Instituto Pasteur comecou dridisr culturas de BCG para
laboratorios ao redor do mundo. A manutencdo ddsras de BCG variou extremamente
entre os paises beneficiados, uma vez que a BCaévacina viva a qual necessita ser
repicada em meio de cultura fresco em poucas sama@esar dos esforcos para a
padronizacdo de producdo e preparagdo da vacing 0o existiam normas de agencias
reguladoras locais ou internacionais, diferentesligdes de passagens foram utilizadas em
diversos laboratorios gerando dezenas de subadipes (Ducati et al. 2006).

A cepa BCG disponivel sofreu duas fases de at@oudgfase inicial (1908 a 1921)
por Calmette e Guérin que € caracterizada peladeldo |6cus génico RD1 que apresenta
nove regides de leitura (Rv3871 a Rv3879c), respais pela producdo e secrecdo de
proteinas, como por exemplo, o CFP-10 e o ESATegdliadores de viruléncia dd. bovise
do complexoM. tuberculosis A segunda fase que comegou apds 1924 com ampl@ us
distribuicdo da vacina BCG foi responséavel pelachid de outros genes (Behr 2002).

A distribuicdo da primeira subcepa filha documdatéoi o BCG Russo obtido em
1924. Depois do BCG Russo as seguintes cepas fastidas: Moreau (1925), Japao (1925),
Sueca (1926) e Park (1926 fornecida a Phipps er@)182amarquesa (1931), Tice (1934),
Frappier (1937), Birkhaug (1946), Connaught (1988da a partir da Frappier), Praga (1947
obtida a partir da Dinamarquesa), Glaxo (1954 ab#idpartir da Dinamarquesa) e Pasteur
(liofilizado, 1961, apds 1173 passagens seriadded)r(& Small 1999; Mostowy et al. 2003).

A subcepa BCG Moreau chegou ao Brasil, em 1925%jda pelo médico uruguaio,
Julio Elvio Moreau. Essa amostra foi entregue asgpsador Arlindo de Assis, no Rio de
Janeiro e foi chamada de BCG Moreau. Ainda hojazao pela qual a amostra néo foi levada
para o Uruguai permanece desconhecida (Benévokndeade et al. 2005).

Somente em 1950, a OMS estabeleceu as primetasieadacdes para a producao e
controle da vacina BCG. Assim, em 1961, a subcegéeBr foi liofilizada e o primeiro lote
semente estabelecido. Apos varias décadas e cerden@assagens foi decidido pela OMS,
em 1966, o estabelecimento de lotes sementes dg &sdsubcepas utilizadas para a producao
da vacina em todos os laboratorios produtores dedmucom o objetivo de evitar futuras
modificacOes das cepas (Ducati et al. 2006; Be@2p0

Recentemente, as subcepas de BCG foram subdiwididadois grupos principais, as
subcepas iniciais e tardias. As subcepas inicigiesentam como representantes os BCGs
Toquio, Moreau, Russo e Sueco, 0s quais sao sexsale grandes quantidades da proteina
MPB70, possuem duas coépias da sequéncia de ind&6¢&b0 e contém os genepbb4e
metoximicolato. As subcepas tardias apresentam cogpoesentantes o BCG Pasteur,
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Copenhagen, Glaxo e Tice que, por sua vez, secnetairo MPB70, possuem uma Unica
cOpia da insercéo I1S6110 e ndo apresentam os ggiERle metoximicolato (Palomino et al.
2007; Harboe & Nagai 1984).

O BCG Moreau RDJ (subcepa produzida no Rio deil@d@napresenta uma delecéo de
975 pb que elimina a regido final do geadD26 e o inicio do gengpsA(Leunget al.,
2008). Estes genes sao constituintes do l6cus meépel pela biossintese do phthiocerol
dimycocerosates (PDIMs) e dos glicolipideos ferm8i(PGLSs), que séo lipideos constituintes
da parede celular e contribuem para a viruléncidMdeuberculosie M. bovis (Cox et al.
1999; Reed et al. 2004; Hotter et al. 2005).

Andlises gendmicas comparativas entre 0 BCG M. dovis bem como entre as
diversas cepas, revelaram que o BCG perdeu maiO@egenes em relacdo & bovis
Provavelmente, essa diversidade génica das cep8C@elevou a diferenca fenotipica e
imunolégica que pode ser uma das explicacbes mraadacdes na eficacia dos BCG
(Palomino et al. 2007). Deste modo, como mostrggar& 1.8, outras delecdes, insercdes e

mutacdes podem ser observadas nas subcepas BQiBemmtes tempos (Liu et al. 2009).

M. bovis
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Figura 1.8 - Genealogia da vacina BCG (Liu et al. 2009).
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Os estudos realizados para compreender a diveesglatktica das subcepas do BCG
sao fundamentais para a monitoracéo da identided&abilidade genética durante a producéao
da vacina. Os trabalhos realizados para avaliaivel proteémico da BCG também tém
contribuido para a caracterizacdo fenotipica ds gpeodutos durante a producdo da vacina
(Rodriguez-Alvarez et al. 2009).

Desde 1974, a vacinacdo pela BCG tem sido inclna#&rograma de Imunizacao
Estendida (EPI) da OMS, com mais de 3 bilh6es desiaadministradas mundialmente e 100
milhdes de recém nascidos imunizados com o BC@a a&ao (Guerrero et al. 2010).

A vacinacao pela BCG confere protecdo contra amde mais severas da doenca na
infancia, como a TB miliar e a meningite sendo afina reducdo da incidéncia em areas
endémicas. Estudo de metandlise tem demonstradto @i®tetor maior que 80% com
diminuicdo ao longo do tempo, resultando em efacagitamente variavel que parece
insuficiente para o controle da TB pulmonar em tadulSkeiky et al. 2010).

A Fundacédo Ataulpho de Paiva (FAP) produz comkngate na cidade do Rio de
Janeiro o BCG brasileiro, considerado um dos nmais10génicos e com menor incidéncia de
efeitos adversos, sendo também a fabricante exalusi proprietaria de todos os lotes
sementes do BCG Moreau RDJ. Além disto, foi langamlonercado em 2005 o Imuno BCG,

que é utilizado como tratamento de escolha paémoer superficial de bexiga.

1.3 - Controle de Qualidade

O Controle de Qualidade (CQ) pode ser definido@am conjunto sistematico de
andlises destinadas a avaliar se um produto cuagpespecificacdes estabelecidas, visando
comprovar a qualidade ao longo do processo fat#ilaaobtencdo do produto final. Desta
forma, o CQ estabelece as especificacdes, padreniaiida os métodos analiticos, com base
em padrdes de referéncia, retém e armazena amasirkes aprovados e liberados para
possiveis rastreamentos (Brum 2009).

Apesar do método tradicional de producdo do BCG estremamente simples,
aspectos importantes devem ser cuidadosamentsad@die controlados para que se obtenha
o produto final de acordo com as especificacbesquididade preconizadas pela OMS
(Machado-Tonus 2005).
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Os critérios minimos necessarios para a produg&meole de qualidade da vacina
BCG liofilizada estdo reunidos em uma Série de Bementos Técnicos da OMS. O
documento apresenta as avaliacoes imprescindiveant® o processo de producédo e no
produto final, com o objetivo de garantir a suz&fia e seguranca. As avaliagbes presentes
no requerimento incluem a quantidade de bacilogeiga termoestabilidade, sensibilidade
tuberculinica, extensdo de reacdes cutaneas enaignipesquisa de micobactéria virulenta,
identidade de bacilos alcool-acido resistentes (BM\& esterilidade bacteriana e fungica
(WHO 1987).

1.3.1 - Ensaio de Identidade por PCR Multiplex (PCR)

Os métodos atuais recomendados pela Farmacopéipéial (FE) e a OMS para
confirmar a identidade da vacina BCG, isto é, aaataristicas genéticas e morfoldgicas,
envolvem a observacdo dos bacilos corados pelodméaie ZN e pela determinacdo das
caracteristicas das colénias crescidas em meigdos@Donikian et al. 1987; European
Pharmacopoeia Commission 2008). O método de ZN éprovedimento barato, que se
baseia na coloracdo a quente com fucsina fenicagmjda de descoloramento com alcool-
acido, fazendo com que somente as micobactériasenteam a coloracdo vermelha, por
serem acido-resistentes. A determinacdo das cesdici®s das colonias de BCG é realizada
em meio solido, onde em aproximadamente 4 a 5 ssr@observada a homogeneidade das
colonias (Zimmer et al. 1999).

Os métodos de coloragcédo e cultura em meio sotiédo, conseguem discriminar as
diversas subcepas de BCG, assim como diferencideasutros membros do complekb
tuberculosis O uso de técnicas empregando acidos nucléicostfoduzido como método
alternativo de controle de qualidade para as salscele BCG na fabricacdo da vacina.
Entretanto, para o0 uso como um teste de roting estodo deve ser barato, especifico,
rapido, reprodutivel, usar a menor quantidade dgamentos e ser robusto.

O método da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PGRgaéécnica de amplificacao
de fragmentos de &cido desoxirribonucleico (DNAQpmsto por Kary Mullis em 1987. O
PCR tem sido aplicado como uma alternativa pardestes de controle de qualidade e
algumas metodologias tem sido desenvolvidas paradeatificacdo das cepas de
micobactérias, dentre elas a PCR multiplex (PCRiesenhada para detectar mdultiplas

sequéncias-alvo em uma mesma amostra (Del Patilb 1996; Talbot et al. 1997).
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Na tentativa de buscar novos candidatos as cef&s Beferéncia (RR), a OMS em
estudos colaborativos internacionais tem utilizadoPCRm como teste de identidade
desenvolvido pela primeira vez, no Reino Unido,opkistituto Nacional de Padrbes e
Controle Bioldgcos (National Institute for Biological Standards and Gah - NIBSC). O
estudo avaliou a adequacdo do PCRm como um possisalo de rotina para determinar a
identidade de diferentes subcepas da vacina BC@&g@aet al. 2010; Bedwell et al. 2001).

Segundo Talbot et al. (1997), o uso da PCR baseadielecdo de regides, como a
regido de diferenca 1 (RD1), regido génica presapgnas em micobactérias virulentas,
mostrou-se eficiente na caracterizacdo destas agtéiias na vacina BCG.

Uma outra PCR avaliou as regides intergénicas,ocomenX3regX3 Este duplo
componente génico esta relacionado com as micolzctétem sido usado para diferenciar a
cepa BCG em trés grupos de acordo com o tamanfraginento (Magdalena et al. 1998).

O sequenciamento do genoma dé. tuberculosis possibilitou, apds analise
comparativa por microarranjo com a vacina BCG, entificacdo de 16 regides (RD1 a
RD16) que variam entre as subcepas do BCG (Calke £998). A identidade da vacina BCG
esta intimamente relacionada com a presenca on@as#essas regides génicas. A perda da
RD1 ocorreu em todas as cepas de BCG durante aagminicial (1921 a 1928). As regides
RD2 e RD14 foram perdidas no Instituto Pasteurl€927 a 1931 e entre 1938 e 1961,
respectivamente. Outras perdas como a da RD8 oaorrem Montreal entre 1937 e 1948 e
da RD16, no Brasil, apés 1925 (Bedwell et al. 2001)

No trabalho realizado por Bedwell et al. (200D, éstudada a perda das regides
génicas RD1, RD2, RD8, RD14, RD16 e o sistaaax3-regX3para a construcdo de um
PCRm com o objetivo de produzir um novo teste derote de qualidade para diferenciar as
subcepas de BCG e o complaxo tuberculosis Os resultados obtidos mostraram que todas
as subcepas apresentaram como produto da amgdicapos o uso dos oligonucleotideos
ET1, ET2 e ET3, um fragmento de 196 pares de h@sg ihdicando a delecdo da regido
RD1. Ao contrario, as cepas bk bovise M. tuberculosisapresentam 146 pb como produto
da amplificacdo, indicando a presenca da regido. RD#&gido RD2, produto de 315 pb, foi
observada nas subcepas Moreau, Russo, Japédo @wjrkA regido RD8, com produto de
472 pb, esteve presente nas subcepas Moreau, Rapéo, Tice, Glaxo, Pasteur e Birkhaug.
Um fragmento de 252 pb, correspondente a regiacdRDillobservado nas subcepas Moreau,
Russo, Japao, Connaught, Tice, Glaxo e Birkhaugegiio RD16, com produto de 401 pb,
estava presente em todas as subcepas avaliadag) eaclJapdo com um produto de 379 pb.
As regidessenX3-regX3apresentaram trés diferentes produtos com as padbh@valiadas:
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Japéao, Glaxo e Birkhaug apresentaram um produB8b8eb, Russo, Moreau, Tice e Pasteur
um produto de 276 pb, enquanto a Connaught apoesemb produto de 199 pb. Com os
resultados obtidos foi mostrado que a PCRm é unodoéimportante para a avaliagcdo da
identidade da vacina, capaz de diferenciar as s/&idbcepas de BCG e identificar os
diferentes membros do complekh tuberculosis bem como, atende aos critérios exigidos
pela OMS, apresentando especificidade, rapidemdapbilidade e portabilidade.

1.3.2 - Ensaio para a Determinacgao de Viabilidade

Em 1965, a OMS realizou o Primeiro Encontro Inderonal sobre Reagentes de
Referéncia (RR) para a vacina BCG, porém essesd@Raencontram mais disponiveis para
a distribuicdo. A auséncia desses materiais foiddea perda de estoques da vacina BCG
liofilizada e a diminuicdo de sua viabilidade aado dos anos. Com base em pareceres de
peritos internacionais obtidos em trés reunibfesatesulta da OMS sobre a vacina BCG,
existe uma demanda para a substituicdo dos primmBiRoda OMS para melhorar a qualidade
da vacina BCG (Corbel et al. 2004; Ho et al. 20Q%ezevic & Corbel 2006).

As trés subcepas de BCG escolhidas pela OMS f@aramarquesa 1331, BCG-I
Russo e Toquio 172-1. Esta escolha foi baseadamdaaadministracdo mundial destas
vacinas e certificacdo dos seus produtores emaelas Boas Praticas de Fabricacédo (BPF).
A subcepa Moreau que também apresenta os critéxiggdos pela OMS nao foi incluida
neste estudo inicial.

Um estudo de colaboracao internacional utilizanukam®s distintos de viabilidade foi
realizado para avaliar a qualidade desses trésdzdod a RR. O objetivo desse estudo foi
determinar a viabilidade das trés subcepas daa®&WG, por meio dos ensaios de Unidades
Formadoras de Colbénias (UFC) e adenosina trifosfAfbP), além da adequacdo destas
subcepas como candidatas a RR para a utilizac@nsaios de viabilidade (Ho et al. 2011).

A vacina BCG Moreau RDJ é obtida pela técnicasiatasde cultura de BCG na
superficie de meio liquido Sauton. Apds incubac&@°€ é feita a coleta dos véus, pesagem
da massa bacilar, adicdo do diluente (glutamatesd@#o a 2%) e homogeneizagédo. A
suspensao final é liberada para o envase e pasiliefibzacdo. A porcentagem de unidades
viaveis ou particulas bacterianas cultivaveis @mg&hada, com uma queda consideravel no
namero de BCG viaveis devido a etapa de liofiliza@loom & Fine 1994).
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A Farmacopeia Brasileira (FB) e a OMS recomendditiabnente a técnica de
contagem de UFC em meio sélido para a determindgaoabilidade e termoestabilidade da
vacina BCG. A técnica indicada pela OMS consistegreparo de diluicbes da vacina em
meio de cultura liquido, inoculacdo de volumes akesliluicbes na superficie de meio sélido
de sensibilidade comprovada, como Middlebrook 7HIdwenstein-Jensen (LJ) e Ogawa,
seguida de incubacéo a 37°C +/- 1°C por quatrm@ocsemanas e posterior contagem das
unidades de coldnias formadas. A FB recomenda apenélizacdo do meio solido de LJ. O
resultado obtido é expresso em UFC por mililitroF@ImL) do produto reconstituido
conforme orientacdo do fabricante (WHO 1977; Br28il0; Jensen et al. 2008).

A viabilidade da vacina BCG é essencial paraieneticdo de respostas imunoldgicas
protetoras nos individuos vacinados, portanto &agZo do controle de qualidade dos bacilos
viaveis € fundamental para a sua eficacia. A atiiio de RR € importante para que 0s
fabricantes da vacina BCG e os laboratérios deralentle qualidade possam monitorar a
consisténcia dos ensaios de qualidade do produtém Adisso, a vacina BCG é
frequentemente utilizada como referéncia para comgpa em ensaios laboratoriais durante o
desenvolvimento de novas vacinas contra a tubeseifMcShane 2002; Ho et al. 2008).

O ensaio de UFC é amplamente utilizado como méttelguantificacdo para as
vacinas vivas e tem sido utilizado como um sulistitios ensaios de poténcia da vacina BCG
(WHO 1987). A técnica de UFC ¢ lenta, tem baixagdptibilidade e alta variabilidade nos
resultados dos testes, principais razdes para logcdates e laboratérios de controle de
qualidade buscarem novas alternativas (JensenzG8).

A OMS tem realizado, desde 1999, revisGes dos renestos de qualidade da vacina
BCG em vigor visando a atualizacdo de metodologigsmdroes empregados no controle,
conforme abordado em recentes encontros com ekg@asiala vacina BCG. Essas reunides
de colaboracéo internacional tém buscado métodesativos que oferegcam maior precisao
para avaliar a viabilidade e termoestabilidadeatana BCG. Dentre esses métodos encontra-
se 0 ensaio de bioluminescéncia (ATP modificada)e gem sido estudado para a
determinagdo da viabilidade dos bacilos contidosvaeina. (WHO 2005; WHO 2010;
Knezevic & Corbel 2006).

1.3.3 - Ensaio de Bioluminescéncia

A bioluminescéncia, um tipo especial de quimioluesicéncia, € um processo

biogquimico, com atividade biolégica, catalisada poizimas, resultante de oxidagdes
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altamente exergbnicas nas quais a energia € ldbemat todas as células vivas
preferencialmente sob a forma de luz fria e visikske fendmeno ocorre entre as bactérias,
algas, fungos, celenterados, artropodes, molusoesideos, equinodermas e peixes (Herring
1987; Lee 1989; Lundin 2000).

A reacao de bioluminescéncia envolve a oxidagcdoccalapostos conhecidos por
luciferinas, catalisadas por enzimas denominadasfefases, oxigenases especiais
potencializadas para a emissdo de luz (Wilson &tiklgs 1998). Com a oxigenacdo das
luciferinas, sdo formados intermediarios peroxisliatiamente instaveis e ricos em energia,
cuja clivagem térmica gera produtos carbonilicas,dos quais no estadinglete(espécie
eletronicamente excitada da molécula de oxigénidecntar) que se desativa emitindo
fluorescéncia (Wilson 1996).

Os rendimentos quéanticos (numero de fétons emitlrs molécula de luciferina
oxidada) sdo elevados devido aos sitios ativodutderases que catalisam a oxidagédo das
luciferinas e fornecem microambientes altamentéepoces para o produto excitado, evitando
que este se desative por outros processos nativasgigTimmins et al. 2000).

A primeira purificacao de luciferina e luciferade vagalumes ocorreu no ano de 1950
e a partir desse momento inumeras aplicagfes eenadva quantificacdo de ATP para fins
clinicos e analiticos surgiram. Dentre elas a nooizdcdo de biomassa (Schram et al. 1989),
avaliacdo da contaminacao microbiolégica de adglsigos bioldgicos, alimentos e bebidas
(Lundin et al. 2000), avaliacéo da viabilidade tiuensaio de atividades enzimaticas com o
consumo ou formacao de ATP, além de ensaios dexitalade (Comhaire et al. 1989).

A luciferase catalisa a oxidag&o da luciferinaaata por M/ATP com duas fungdes:

a primeira atuando como adenil-transferase, maditio a luciferina a partir de ATP e
liberando pirofosfato (Figura 1.9), sendo semekanteacdo de ativacdo de 4cidos graxos e
outros acidos carboxilicos aromaticos catalizadtaspecil-CoA-sintetases (De Luca &
McElroy 1974; Baker et al. 1992), com as quais cantilpam elevado grau de homologia
(Wood 1995). Em seguida, a luciferase atuando cowrigenase removendo o préton do
carbono alfa, a carbonila, tornando-o suscetivehtague por oxigénio molecular, com a
producdo do intermediario dioxetandnico, cuja ¢dem produz didéxido de carbono e
oxiluciferina excitada. (Wannalund et al. 1978;i8dello & Allil 1997).

Devido a essas caracteristicas Statens Serum Institu(SSI), na Dinamarca,
desenvolveu um ensaio de ATP modificado como unodaéalternativo e rapido para avaliar
a viabilidade da vacina BCG liofilizada. Este ensdeé ATP modificado, inclui uma etapa de
incubacéo da vacina BCG reconstituida em meio dteraudurante a noite (Jensen et al.
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2008). O método para quantificar o ATP presenteyaana BCG € baseado na reagdo da
luciferase com o ATP que resulta na producdo déurmioescéncia (Lundin 2000). A
intensidade da emissdo de luz, medida segundo desdaelativas de luz (URL), &
diretamente proporcional a quantidade de ATP ptesea amostra que pode ser estimada
pelo uso de padrdes de ATP para a calibracéo.

Um estudo colaborativo iniciado pela OMS com atipgacdo de diferentes
laboratorios mostrou que o ensaio de ATP modificedi@ avaliar a viabilidade da vacina
BCG pode ser considerado robusto, reprodutivelr&gio O novo ensaio mostrou-se capaz
de detectar diferencas significativas na viabilelads amostras de BCG liofilizados quando

estocados em condicfes abaixo de -20°C ou a 37quptro semanas (Ho et al. 2008).

Mg Oxiluciferina+ AMP +
Pirotostato+ CO., + Luz

Luciferina + ATP+ O, ) g
luciferase

Figura 1.9 - Esquema da formacéo de luz pela reacdo entre ATébmplexo enzimatico
luciferina/luciferase. A reagéo utilizando a lucifee catalisa a oxidagéo da luciferina por oxigénio
ativada por MJATP, a reacdo ocorre em duas etapas pela oxidichmiferina em oxiluciferina e

emissao de luz a 560 nm.

O presente trabalho faz parte de um estudo muiticé internacional coordenado
pela OMS em andamento desde 2004, envolvendo ouésscepas vacinais certificadas
(1331 Dinamarqués, Russo BCG-I e Toquio 172-1)pheparacdes da vacina BCG foram
enviadas para 11 laboratoérios participantes de paiges. Estes incluem sete fabricantes da
vacina BCG, dentre eles a FAP (Brasil) e quatr@ratdrios internacionais de referéncia.
Todos os laboratérios se comprometeram a realgzaoatagens de cultura viaveis e ensaios
de ATP modificado para a avaliagdo da viabilidadevdcina. Para os ensaios de PCRm a
OMS selecionou oito laboratérios de quatro fabtiesndentre eles a FAP (Brasil) e quatro
laboratorios internacionais de referéncia.

Esses estudos colaborativos visam a uniformizagdmwdas metodologias de Controle
de Qualidade cuja normatizacao deverd ocorrer agglise dos resultados por comités da
OMS e, consequentemente, a melhoria das vacinassBE€Ge outras vacinas em

desenvolvimento, contra a tuberculose, que tenlwano enatriz micobactérias.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Atualizacao do controle de qualidade da vacina BG&eau RDJ por meio do uso de
duas novas metodologias, identificacdo genomiczadma por PCR multiplex e avaliacdo da

viabilidade por bioluminescéncia de acordo comass normas preconizadas pela OMS.

2.2 - Objetivos Especificos

» Adequar o processo de CQ da vacina BCG Moreau RDdvas normas da OMS;
* Avaliar o nimero de ampolas de vacina necessaxtracdo de acidos nucleicos;
» Eleger e padronizar o melhor método de extracdoNi bacteriano;

* Padronizar o ensaio de PCR multiplex;

» Padronizar o ensaio de bioluminescéncia utilizan& comercial;

« Correlacionar a quantidade obtida de URL por seG B§uivalente;

» Garantir o padréo internacional de CQ da vacinande a pré-qualificacédo pela OMS;
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3 - MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de ImumidoClinica (LIC) do Instituto
Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) e no Laboratério de Coletde Qualidade da FAP.

3.1 - Amostras de Vacina

As amostras de vacina BCG liofilizada utilizadaste estudo foram preparadas com a
subcepa Moreau RDJ fornecida e certificada pela.FARacina BCG é apresentada em
ampola ambar contendo 1mg de BCG liofilizado, apomdendo a 10 doses. As ampolas

utilizadas no presente estudo foram produzidae ganteiro e dezembro de 2011.

3.2 - Vacina de Referéncia

A vacina de referéncia utilizada para a realizagéste trabalho € a BRABCGO003,
também preparada com o0 BCG Moreau RDJ. Produzida)idS e certificada pela FAP.

3.3 - Protocolos de extracdo de DNA da vacina BCG

Foram utilizadas trés metodologias para a extrdgaldNA gendmico das ampolas da
vacina BCG Moreau RDJ (Tabela 3.1). A primeira aokit comercial QlAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen®) seguindo as instrucfes do fadnite. A segunda com a técnica de choque
térmico (Fuverki et al. 2008), que consistiu ens tlos de 30 minutos a 94° C e 30 minutos
a —20°C para inativacdo do agente e liberacdo derimlagenético. Em seguida as amostras
foram centrifugadas a 14.000 rpm (microcentrifugpdhdorf modelo 5410) por 1 minuto, 0s
sobrenadantes transferidos para novos tubos eduar#i-20 °C até 0 momento da analise. A
terceira metodologia envolveu a utilizacdo do cleogermico seguido do kit comercial
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen®).
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Tabela 3.1- Metodologia de extracdo de DNA das ampolas d& BC

Metodologia n° de ampolas
CT

CT

CT
CTK
CTK
CTK

K

K

K
CT = choque térmico; CTK = choque térmico+kit cocradr K = kit comercial

ANPANPEANR

3.4 - Quantificagdo de DNA da vacina BCG

A quantificacdo do DNA extraido foi realizado u@ndo o reagente dsDNA BR
(Invitrogen, Carisbad, California, USA) e o espeftometro Qubit® 2.0 Fluorometer
(Invitrogen, Carisbad, Califérnia, USA) seguindo rasomendacfes do fabricante para a

dosagem de DNA em baixas concentracdes (Figura 3.1)

o @

Arnostras ’ i
padrio (kit) i i Ajnstar para o volume
ay final e 200 gl com

\U
Arnostras Incubar atemperatura
fustar para o volume ambiente por Z nunutos __,
e

final de 200 al com
o diluente do kit Letturadostubesno
U U U Qubit® 2.0 Fluorometer

Pascar o tubono

o diluente de kit
wortex por 2-3 segundos

Figura 3.1- Esquema do ensaio de dosagem de DNA utilizar@olt® 2.0 Fluorometer
(Invitrogen, Carisbad, Califérnia, USA).

3.5 - Volume de DNA utilizado para a amplificacao

Foram utilizados SuL de DNA com os produtos resultantes das trés atites

condicOes de extracdo e concentracfes das ameoBS@E.
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3.6 - Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificacdo das sequéncias-alvo foi realizadafarme descrito por Markey e
colaboradores (2010).

3.6.1 - PCR multiplex (PCRm)

Seguindo a metodologia de Bedwell et al. (2001knsaio foi realizado com as
aliquotas dos 13 oligonucleotideos iniciadores iflogen, Carisbad, California, USA)
utilizados na PCRm. Todas as amostras e demaisigsstoram armazenados a -20°C até o
momento de realizacdo do teste. Os genes alvas@wdos para a realizacao deste trabalho
estdo indicados na Tabela 3.2, juntamente com agiéseias dos respectivos
oligonucleotideos iniciadores.

Os métodos de extracdo de DNA e purificacdo do g ampolas de BCG Moreau
RDJ foram realizados seguindo as metodologias §ari@s. Apos a extracdo do material
genético foram realizados os ensaios de PCRm chuigds de 1:10. O protocolo para o
método PCRm utilizou um volume de fQ com 5uL de DNA e 45ul do mix (1 x PCR
buffer, 1,5 mM MgC}, 0,2 mM dNTP mix (0,2 mM de dATP, dGTP, dCTP e &),10,4 mM
de todos os oligonucleotideos iniciadores, exceid E ET3 que foram utilizados na
concentracdo de 0,2 mM cada e 1,5 U DNA Taq DNAnparase).
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Tabela 3.2- Alvos genéticos e Oligonucleotideos iniciadargézados no PCR multiplex.

Nome dos iniciadores e Sequencéncia dos iniciadores  Local de inicio Nimero de
alvos genéticos (5'-3) dos iniciadores aces?o O_la
sequéncia
Regido de diferencas 1
ET1 AAGCGGTTGCCGCCGACCGACC 2230 U34848
ET2 CTGGCTATATTCCTGGGCCCGG 11785 U34848
ET3 GAGGCGATCTGGCGGTTTGGGG 11930 U34848
Regido de diferencas 2
RD2I CCAGATTCAAATGTCCGACC 10827 U34849
RD2r GTGTCATAGGTGATTGGCTT 11141 U34849
Regido de diferencas 8
RD8I ACTCCTAGCTTTGCTGTGCGCT 16687 BX842573
RD8r GTACTGCGGGATTTGCAGGTTC 17158 BX842573
Regido de diferencas 14
RD14l CAGGGTTGAAGGAATGCGTGTC 32258 BX248340
RD14r CTGGTACACCTGGGGAATCTGG 32509 BX248340
Regido de diferencas 16
RD16l ATCGTTCACGGACAGCCGTAGT 12378 BX842582
RD16r CTCGATCCAAGGTCAACCACG 12778 BX842582
senX3-regX3
C3 GCGCGAGAGCCCGAACTGC 1469 Y13627
C5 GCGCAGCAGAAACGTCAGC 1744 Y13627

" Oligonucleotideos iniciadores esquerdos sdo devaatos por 1 e oligonucleotideos iniciadores
direitos por .

3.6.2 - Programacéo para a amplificacdo de DNA pePCR

A amplificacdo das sequéncias-alvo foi realizadbizahdo o termocicladoPerkin-
Elmer Gene Amp PCR System 2400. O perfil térmitibzau um ciclo de 94° C (10
minutos), 30 ciclos a 94° C (1 minuto), 55° C (Inatd) e 72° C (2 minutos) e um ciclo de
72° C (10 minutos), como demonstrado na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3- Programa utilizado para PCR.

Etapa Temperatura Tempo N° de Ciclos
Desnaturacao 94°C 10 min 1
Desnaturacao 94°C 1 min

Anelamento 55°C 1 min 30
Extenséo 72°C 2 min

Extenséo 72°C 10 min 1

3.6.3 - Analises do produto amplificado — Eletrofeere em gel de agarose

Apbés a PCR, 10ul dos produtos amplificados foramalisados em eletroforese
horizontal de agarose a 3% (m/v), utilizando coamagéo o Tris-Borato EDTA, pH 8.0, 1X
concentrado, acrescido deh/100mL da solugdo de brometo de etidio j@/gL. A
separacao eletroforética foi realizada a 80V der8rtoras (Sambrook 1989), visualizada em
transiluminador de luz ultravioleta e fotografadasn um sistema de documentacdo Kodak
(Gel Logic 100 Imaging System), utilizando o softevKodak molecular imaging software
4.0.0. Os marcadores de DNA utilizados foram 50b@d0€pb (Invitrogen, Carisbad,
Califérnia, USA).

3.7 - Ensaios de viabilidade

Para a avaliacdo da viabilidade de amostras deasd. bovisBCG Moreau RDJ
produzidas e comercializadas pela FAP foram utibsadois métodos: UFC e o de ensaio de

bioluminescéncia.

3.7.1 - Contagem de Unidades Formadoras de Coloni@dFC)

A técnica de UFC (método tradicional) foi realiaaapartir de diluicdes das amostras
(vacina comercial), seguida do plagueamento em m@ido Lowenstein-Jensen (LJ). As
placas sdo mantidas a 37 + 1 °C por um periodd@eRO2lias. Apos este periodo, as colonias

sdo contadas e o resultado dado em UFC/mL.
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3.7.1.1 - Meios de cultura utilizados

O meio liquido Sauton ¥ foi 0 escolhido para aidflo das amostras reconstituidas
de vacinas. A composi¢cédo e 0 modo de preparo enarorgte descritos no anexo A.

O meio solido de LJ foi utilizado como substratmgoo cultivo de unidades viaveis
presentes nos volumes inoculados de cada diluiga@cdna. Ele foi preparado a partir de
base comercial Merck®, acrescida de glicerol eudpansdo de ovos batidos, distribuido
em volumes de 15 mL em tubos de ensaio 25 x 200prmovidos de rolhas de gaze e
coagulados por 45 minutos a 85°C. A composicao detalhes referentes ao preparo do

meio LJ encontram-se descritos no anexo A.

3.7.1.2 - Desenho do ensaio

1°) Os tubos com meio LJ utilizados em cada enkai@mm preparados em um unico

procedimento de preparo de meio, para pertencer mesmo lote;

2°) As amostras de cada ampola de vacina BCG fogaonstituidas com 1mL do diluente

(cloreto de sodio 0,9%) da propria vacina, homogamnelo até que a suspensao
apresentasse aspecto homogéneo;

3°) A diluicdo das amostras foi realizada com tlésicoes de cada uma das vacinas
utilizando o fator dois de diluicdo (Tabela 3.4)n@io Sauton ¥ foi distribuido em frascos
do tipo Erlenmeyer de 250 mL, por meio de dispemisadtomatico para volumes de 99 mL

e em tubos de 18x180mm, por meio de pipetas sacakge 5 mL e 10 mL;

Tabela 3.4 -Procedimento para o preparo das dilui¢des.

Diluicéo Procedimento

1/100 1 mL da vacina reconstituida + 99 neLShuton ¥
1/10000 1 mL da diluicdo 1/100 + 99 mL de Sauten
1/20000 4 mL da diluicdo 1/10000 + 4 mL de Saliteo
1/40000 2 mL da diluicdo 1/10000 + 6 mL de Sauie

1/80000 2 mL da diluicdo 1/10000 + 14 mL de $ali4
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4°) Para inoculagao de cada amostra de vacina fotiimados 20 tubos contendo meio LJ,
onde as duas primeiras diluices foram inoculadasiaco tubos cada uma e a terceira em
dez tubos;

5° Um volume de 1Qf. das diluicdes foi inoculado em cada tubo conteno LJ. O
volume do inoculo foi distribuido uniformemente pgoda a superficie do meio, sendo o0s
tubos mantidos na posi¢éo horizontal e ao abrigozjdigeiramente inclinados, com a base
inoculada direcionada para cima, durante 24 hotamperatura ambiente (20 a 25 °C). Os
tubos foram colocados na posicdo vertical, vedados rolhas de silicone parafinadas e
aquecidas em chama e, posteriormente, incubad@s+al3°C ao abrigo da luz durante 4
semanas;

6°) A contagem das coldnias é realizada com oiawd lente de aumento, avaliando-se o
aspecto rugoso, espraiado e esbranquicado (auséecipigmentacdo). As contagens
superiores a 100 colbnias devem ser excluidas.d@slos e detalhes do teste de UFC

encontram-se no anexo A

3.7.2 - Ensaio de Bioluminescéncia

3.7.2.1 - Preparo das amostras

As ampolas da vacina BCG foram reconstituidas tank de meio de cultura Sauton
Y, e transferidas para tubos estéreis de 2 mL. #zensdes foram incubadas a 37 °C por 22-
26 horas e a viabilidade das amostras avaliadansaio de bioluminescéncia.

Em seguida as amostras foram distribuidas em plreasas OptiPlaté-96 (Perkin
Elmer, USA), conforme o esquema da Figura 3.Ziadindo os reagentes do kit comercial
e apos a incubacdo por 15 minutos a luminescébi&d ) foi determinada no luminédmetro
Victor™ X3 (Perkin EImer, USA). A técnica de bioluminesti@npermite a avaliacdo de 8
lotes em uma mesma placa, proporcionando maiclea@ menor custo para a avaliagdo dos

lotes.
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Figura 3.2 -Esquema da organizacdo das amostras (lotes)desnt#ficacéo e posterior leitura. Cada
padrdo de cor determina a posi¢do da curva (vesdegnco (branco) e os lotes (demais cores) nas
dilui¢cbes puro, 1:2 e 1:4.

A concentragcdo de pmol/ampola foi determinada apdwltiplicacdo do valor obtido
em 10QL por 50, pois foi utilizado 6L na reacdo e a ampola foi constituida com 1mL de
Sauton Y. A concentragcdo em ng/ampola foi detehiapartir do peso molecular do ATP
utilizado no kit, por regra de trés simples.

3.7.2.2 - Preparo da reacdo de Bioluminescéncia

Na realizagdo do ensaio de bioluminescéncia atilge o kit ATP Determination
(Invitrogen, Carisbad, Califérnia, USA). Este kietdrmina quantitativamente o ATP
produzido durante o metabolismo celular, utilizaadenzima recombinanteefly luciferase
e o substrato D-luciferina. O ATP age como cofg@ara a reacdo enzimatica e consequente
liberacéo de luz.

A reacéo foi realizada com 1,25 mg/mL da enzincamginantdirefly luciferase 50
mM de D-luciferina e 1 mM de ditiotreitol (DTT) etampdo de reacdo 1X e |#0 da

amostra preparada no item 3.7.2.1. Ap6s a incubpo@dl5 minutos a luminescéncia foi



34

determinada no luminémetro Victdt X3 (Perkin Elmer, USA) e os dados analisados com o

programa Workout2.5.
3.8 - Andlise estatistica

Para a contagem de culturas viaveis de micobastésaesultados foram convertidos
em UFC/ampola e a média estimada para cada ampalieterminada apds a exclusao dos
valores extremos utilizando um prograntahouse (Gaines & Rice, 1985). A média
UFC/ampola de cada um dos lotes utilizados nested@sfoi calculada a partir das
estimativas de médias de contagens de coloniasada diluicdo seguindo o guia de
recomendacfes da OMS (WHO/TB/Technical Guide/7a@gsentado no Anexo A.

Para os ensaios de ATP, as curvas foram geradaggresséo linear logl0 partindo
da concentragéo log10 do padrao de ATP. Os lotssados tiveram os seus valores de ATP
(URL) transformados em pmol/100uL para ajuste ddsat de regresséao linear seguidos de
conversao para ng / ampola.

O coeficiente de correlacéo de Pearson € uma meddidmau de relacdo linear entre
duas variaveis quantitativas. Este coeficienteavaritre os valores -1 e 1. O valor O (zero)
significa que ndo ha relacao linear, o valor 1dadima relacdo linear perfeita e o valor -1
também indica uma relacdo linear perfeita mas sajeou seja quando uma das variaveis
aumenta a outra diminui. Quanto mais proximo estilel ou -1, mais forte é a associacao
linear entre as duas variaveis. Esta ferramentdistita foi utilizada para a observacao das
variaveis URL (x) e UFC (y) e para avaliacdo deetacdo linear positiva, negativa ou nula
dos dados obtidos.

O coeficiente de correlagdo de Pearson é normadmeptesentado pela letr& a sua

féormula de célulo é:

e > -y - )
JE -2 (-
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4 - RESULTADOS

4.1 - Padronizagao da extragao e quantificacdo deNA da vacina BCG

Para a observacéo e padronizacdo da melhor metpalale extracdo de DNA das
ampolas da vacina BCG foram utilizados trés lotdsretidos a trés diferentes métodologias
de extracdo, com a utilizacdo de 1, 2 e 4 amp@daguantificacdo do DNA (nglL) foi
realizada utilizando o Qubit® 2.0 Fluorometer (tnvgen, Carisbad, Califérnia, USA). A
Tabela 4.1 mostra o resultado do ensaio.

Tabela 4.1 -Dosagem de DNA utilizando o Qubit® 2.0 Fluoromeflvitrogen, Carisbad,
Califérnia, USA) para verificar as concentracfesDiA extraido em diferentes metodologias de

extracao.
Lotes Metodologia n° de ampolas Concentracéo de
DNA (ng/uL)
— CT 1 1,02
CT 2 2,49
CT 4 3,81
CTK 1 3,93
108004 — CTK 2 7,93
CTK 4 9,99
K 1 1,99
K 2 4,88
— K 4 8,73
— CT 1 3,41
CT 2 5,43
CT 4 7,88
CTK 1 5,22
109007 — CTK 2 11,11
CTK 4 20,3
K 1 6,55
K 2 9,07
— K 4 19,01
— CT 1 3,33
CT 2 6,93
CT 4 8,40
CTK 1 4,42
RHO/2010 — CTK 2 12,11
CTK 4 21,72
K 1 12,01
K 2 16,50
__ K 4 20,81

CT = choque térmico; CTK = choque térmico+kit coomdr K = kit comercial
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De acordo com os resultados apresentados na Tdlelguando se usa apenas a
metodologia de choque térmico, o rendimento de EX#&aido (concentracdo) € menor nos
trés lotes avaliados. A combinacdo de choque térrmien o kit comercial apresentou um
pequeno aumento nos resultados de DNA extraidénppara a realizacao deste processo foi
dispendido mais tempo e uma quantidade aumentadstiial de consumo. O uso isolado
do kit comercial proporcionou resultados semellsadéeDNA extraido quando comparado as

técnicas combinadas.
4.2 - Amplificacéo dos alvos genéticos por PCR miptex

A PCRm foi realizada utilizando treze oligonucldebs iniciadores contra seis
diferentes alvos. Os fragmentos (pb) obtidos daliiocggdo do DNA extraido do BCG

Moreau e seus produtos podem ser observados nlaFabe

Tabela 4.2 -Alvos genéticos e fragmentos (pb) esperados ddoede PCRmM com a subcepa BCG

Moreau RDJ.
Alvos genéticos Fragmentos (pb)
RD8 472
RD2 315
senX3-regX3 276
RD14 252
RD1 196

O ensaio de PCRm utilizando os seis diferentessafmplificou cinco regides que
sdo caracteristicas do BCG Moreau RD8(472 pb), (BIR pb),senX3-regxX@76 pb),
RD14(252 pb) e RD1(196 pb). O fragmento RD16 (40), mdo estd presente no BCG
Moreau. Este fragmento faz parte de outros BCG camsubcepa Dinamarquesa 1331,
Toquio 172-1, BCG-I Russo e Glaxo.
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4.2.1 - Eletroforese em gel de agarose a 3%

A eletroforese em gel de agarose a 3% mostradufwala amplificacdo das amostras
submetidas a diferentes metodologias de extragameentracdes. Na Figura 4.1 podem ser
evidenciados os cinco fragmentos amplificados, RD3( pb), RD2(315 pb), senx3-
regx3(276 pb), RD15(252 pb) e RD1(196 pb), presenteBCG Moreau.

CT CTK K CT CTK K Q0
S 9
A &S ! : ! : >

450 RD8-472pt

350
300

250

RD2-315pt
Senx-Regx3- 276pt
RD14- 252pt

200
RD1-196pt
150

1 2 4 1 2 4 1 24 1 2 4 1 2 4 D 4 n° ampolas
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RD14 — 252pb
200
RD1 — 196pb
150
100
1 2 4 1 2 4 12 4 n® ampolas

RHO/2010

Figura 4.1 - Padrdo de amplificacdo das amostras por PCR texit{p e B). Eletroforese em gel de
agarose a 3% das amostras de BCG em diferenteeentoagbes e submetidos a diferentes
metodologias de extracdo. Branco (B), choque t&r(@T), choque térmico e kit (CTK), kit (K),
ampolas (1,2 e 4) e os marcadores de DNA 50pb ghl@@vitrogen, Carisbad, Califérnia, USA).

ApoOs a eletroforese do material obtido por chodgumico e amplificado por PCRm
apenas alguns fragmentos de DNA puderam ser oloeerv® lote 108004 possibilitou a
amplificacéo das regides RD14 (252 pb) e RD1 (I®96uplizando 1, 2 ou 4 ampolas. O uso
das demais metodologias possibilitou a amplificaga® cinco regides alvo. Uma condicao
semelhante pode ser observada nos lotes 109007042BHD nos quais a regido RD2 (315
pb) foi amplificada. As metodologias utilizando@rtbinacdo choque térmico e kit comercial

ou apenas o kit comercial permitiram amplificaigatoriamente as cinco regides esperadas.
4.2.2 - Avaliacdo da extracdo e quantificacdo de \da vacina BCG
Apds a padronizacdo do ensaio de extracdo e dosdgemNA foi realizada a

avaliacdo de 10 lotes da vacina BCG para a obs@yvdg reprodutibilidade do método. Os

resultados obtidos podem ser observados na Tal3ela 4



39

Tabela 4.3 - Dosagem de DNA utilizando o Qubit® 2.0 Fluorometémvitrogen, Carisbad,
Califérnia, USA) para verificar as concentracfe® WA extraido pelo Kit comercial.

Lotes n° de ampolas Concentracdo de DNA
(ng/uL)
109014 { 2 4,51
4 9,55
109009 { 2 4,57
4 8,89
108003 { 2 6,81
4 9,8
111050 { 2 4,72
4 8,7
110039 { 2 5,2
4 10,11
110042 { 2 5,17
4 10,7
109008 { 2 7,2
4 10,92
108006 { 2 8,2
4 12,39
012182 { 2 6,93
4 12,3
108002 { 2 7,53
4 13,91
009083 { 2 10,5
4 18,6

A metodologia utilizando apenas o kit comercial doéscolhida para a avaliacdo dos
10 lotes da vacina BCG, por sua praticidade e b@po de execucdo. Ampolas em namero
de 2 e 4 foram usadas para a realizacdo do ernmai@ objetivo de aumentar a probabilidade
de amplificacédo de todas as regides de DNA esperddavacina BCG Moreau RDJ. Os
resultados encontrados de DNA extraido foram safisbs para todos os lotes analisados.

Para a observacao do produto de amplificacdo do BXAaido foi realizada uma
eletroforese em gel de agarose a 3% . A Figurawgra os cinco fragmentos, RD8(472 pb),
RD2(315 pb), senx3-regx3(276 pb), RD15(252 pb) el@BP6 pb) presentes no BCG
Moreau. A amostra do lote 108003 (4 ampolas) apteseproblemas de estocagem, nao
amplificando as cinco regides esperadas. Os ddatassindependente do nimero de ampolas
utilizadas apresentaram resultados expressivoséasarios. Os resultados obtidos no ensaio
de PCRm mostram que a vacina BCG Moreau RDJ marstesea identidade nos lotes
testados neste trabalho.
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Figura 4.2 - Amplificagéo das amostras por PCR multiplex tiodotes de ampolas da vacina BCG.
Eletroforese em gel de agarose a 3% das amostr8C@ae utilizando as concentracdes de 2 e 4
ampolas submetidas ao kit comercial de extragads.m@rcadores de DNA utilizados foram 50pb e
100pb (Invitrogen, Carisbad, Califérnia, USA).

4.3 - Ensaio de Bioluminescéncia

4.3.1 - Curva Padrao

Para o ensaio de bioluminescéncia foi utilizaddt ATP Determination (Invitrogen,
Carisbad, Califérnia, USA). Antes da avaliacdo da®stras da vacina BCG foi feito um
ensaio de analise da curva padrao (Figura 4.3).ré3sltados obtidos possibilitaram
estabelecer o grau de deteccdo dos reagentes dworkeercial e o seu coeficiente de

determinagao.
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Figura 4.3 - Ensaio de padronizacdo da reta de regressdoeléo a concentracdo de ATP
(pmol/10QuL) e a Unidade Relativa de Luz (URL) para o lote R2D10 da vacina BCG. x =

concentracdo (pmol/1pQ) conhecida ou tedrica da vacina. y = Formula @temininacdo da

concentracéo de ATP (pmol/1@0 a partir da URL. R= coeficiente de determinaco.

Os resultados permitiram determinar a relacdo guelvda URL pela concentracao
(pmol/100uL) na amostra padrédo do kit comercid@atla variacdo da curva.

4.3.2 - Avaliacdo das amostras pelo ensaio de biolinescéncia

Apo6s a avaliacdo de 10 lotes da vacina BCG pesaiende bioluminescéncia foi
possivel construir tabelas com os resultados iddais de URL de cada lote. A partir desses
dados foi utilizada a formula de determinacdo dacentracdo de ATP (y) para calcular os
valores em pmol/1QQ.. Os maiores e menores resultados obtidos dagpblasde cada lote
foram descartados e a média e o desvio padraontadas foi determinado. As tabelas (4.4,

4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 410, 4.11, 412, 41344 mostram a avaliacdo de cada lote
individualmente.



Tabela 4.4 -Estimativa do contetdo de ATP por ampola da vaBiD& (Lote 110042).

Amostra Diluicédo URL Fator Média URL pmol/100uL’  pmol/ampol#  ng/ampola
1 Puro 76 76
1:2 32 64 96 123,58 6179 3542
1:4 37 148
2 Puro 76 59
1:2 28 56 64 83,39 4170 2390
1:4 19 76
3 Puro 62 62
1:2 23 46 128 163,35 8168 4681
1:4 69 276
4 Puro 73 73
1:2 22 44 50 65,98 3299 1891
1:4 8 32
5 Puro 55 55
1:2 26 52 70 91,67 4584 2627
1:4 26 104
Média 77 100 4978 2853
Desvio Padréo 17,07 21,22 1061 608,12

! A reacéo foi realizada com 2D da amostra da vacina.

ZMultiplicar pelo fator de 50 referente a estimatileareacdo em 1mL.
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Tabela 4.5 -Estimativa do conteudo de ATP por ampola da vaBit& (Lote 109008).

Amostra Diluicéo URL Fator Média URL pmol/100uL*  pmol/ampol#  ng/ampola
1 Puro 144 144
1:2 87 174 161 204 10198 5845
1:4 41 164
2 Puro 144 144
1:2 78 156 152 193 9659 5536
1:4 39 156
3 Puro 113 113
1:2 71 142 138 176 8810 5050
1:4 40 160
4 Puro 146 146
1:2 57 114 131 167 8334 4776
1:4 33 132
5 Puro 150 150
1:2 91 182 161 205 10240 5869
1:4 38 152
Média 150 191 9556 5477
Desvio Padréo 11,25 13,99 699,78 401,08

' A reacéo foi realizada com 2D da amostra da vacina.

*Multiplicar pelo fator de 50 referente a estimatilzareac&o em 1mL.
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Tabela 4.6 -Estimativa do contetdo de ATP por ampola da vaBid& (Lote 108006).
Amostra Diluicédo URL Fator Média URL pmol/100uL’  pmol/ampol#  ng/ampola

1 Puro 39 39
1:2 44 88 53 70 3507 2010
1:4 8 32
2 Puro 37 37
1.2 27 54 44 59 2927 1677
1:4 10 40
3 Puro 47 47
1.2 22 44 48 64 3175 1820
1:4 13 52
4 Puro 42 42
1:2 16 32 39 53 2657 1523
1:4 11 44
5 Puro 43 43
1.2 19 38 47 63 3134 1796
1:4 15 60
Média 46 62 3078 1764
Desvio Padrao 2,14 2,66 133,18 76,33

' A reacao foi realizada com 20 da amostra da vacina.
ZMultiplicar pelo fator de 50 referente a estimatileareacéo em 1mL.
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Tabela 4.7 -Estimativa do conteudo de ATP por ampola da vaBi& (Lote 109014).
Amostra Diluicéo URL Fator Média URL pmol/100uL’  pmol/ampolé  ng/ampola

1 Puro 32 32
1:2 15 30 35 48 2409 1381
1:4 11 44
2 Puro 62 62
1.2 20 40 54 71 3569 2045
1:4 15 60
3 Puro 63 63
1.2 37 74 64 84 4211 2414
1:4 14 56
4 Puro 67 67
1:2 19 38 64 84 4211 2414
1:4 22 88
5 Puro 55 55
1.2 28 56 49 65 3258 1867
1:4 9 36
Média 56 74 3679 2109
Desvio Padrao 7,81 9,71 485,99 278,55

! A reacéo foi realizada com 2D da amostra da vacina.
*Multiplicar pelo fator de 50 referente a estimatilzareac&o em 1mL.
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Tabela 4.8 -Estimativa do conteudo de ATP por ampola da vaBit& (Lote 109009).

Amostra Diluigédo URL Fator Média URL pmol/100uL’  pmol/ampol#  ng/ampola
1 Puro 76 76
1:2 47 94 107 138 6883 3945
1:4 38 152
2 Puro 69 69
1:2 29 58 65 85 4252 2437
1:4 17 68
3 Puro 59 59
1:2 33 66 68 89 4460 2556
1:4 20 80
4 Puro 79 79
1:2 24 48 74 97 4832 2770
1:4 24 96
5 Puro 73 73
1:2 61 122 110 141 7070 4052
1:4 34 136
Média 83 108 5392 3090
Desvio Padréo 21 26,1 1305,15 748,05

' A reacéo foi realizada com 20 da amostra da vacina.

ZMultiplicar pelo fator de 50 referente a estimatileareacdo em 1mL.



Tabela 4.9 -Estimativa do conteudo de ATP por ampola da vaBi& (Lote 110039).

Amostra  Diluigho URL  Fator  Média URL pmol/100uL*  pmol/ampol®  ng/ampola
1 Puro 116 116
1:2 54 108 116 148 7422 4254
1:4 31 124
2 Puro 101 101
1:2 42 84 107 137 6863 3933
1:4 34 136
3 Puro 138 138
1:2 42 84 114 146 7298 4183
1:4 30 120
4 Puro 110 110
1:2 58 116 125 159 7961 4563
1:4 37 148
5 Puro 120 120
1:2 75 150 147 187 9369 5370
1:4 43 172
Média 118 151 7560 4333
Desvio Padrédo 5,66 7,04 352,38 201,97

! A reacéo foi realizada com 2D da amostra da vacina.
*Multiplicar pelo fator de 50 referente a estimatilzareac&o em 1mL.
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Tabela 4.10 Estimativa do contetado de ATP por ampola da vaBid& (Lote 108003).

Amostra Diluicéo URL Fator Média URL pmol/100uL’  pmol/ampolé  ng/ampola
1 Puro 51 51
1:2 31 62 71 93 4625 2651
1:4 25 100
2 Puro 66 66
1:2 37 74 103 132 6593 3779
1:4 42 168
3 Puro 63 63
1:2 31 62 66 86 4294 2461
1:4 18 72
4 Puro 51 51
1:2 26 52 57 75 3755 2152
1:4 17 68
5 Puro 71 71
1:2 36 72 85 110 5495 3150
1:4 28 112
Média 74 96 4805 2754
Desvio Padréo 9,98 12,41 620,57 355,69

! A reacéo foi realizada com 2D da amostra da vacina.
*Multiplicar pelo fator de 50 referente a estimatilzareac&o em 1mL.
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Tabela 4.11 -Estimativa do contetdo de ATP por ampola da vaBio& (Lote 111050).
Amostra Diluicédo URL Fator Média URL pmol/100uL’  pmol/ampol#  ng/ampola

1 Puro 124 124
1:2 62 124 139 177 8831 5061
1:4 42 168
2 Puro 186 186
1.2 134 268 239 302 15087 8647
1:4 66 264
3 Puro 194 194
1:2 121 242 472 591 29547 16935
1:4 245 980
4 Puro 142 142
1.2 75 150 155 197 9825 5631
1:4 43 172
5 Puro 181 181
1.2 116 232 222 280 13989 8018
1:4 63 252
Média 205 259 12967 7432
Desvio Padréo 44,66 55,51 2775,9 1591,03

! A reacéo foi realizada com 2D da amostra da vacina.
ZMultiplicar pelo fator de 50 referente a estimatileareacédo em 1mL.



Tabela 4.12 -Estimativa do conteudo de ATP por ampola da vaBio& (Lote 108004).
Amostra Diluicéo URL Fator Média URL pmol/100uL’  pmol/ampolé  ng/ampola

1 Puro 55 55
1:2 34 68 84 108 5413 3102
1:4 32 128
2 Puro 50 50
1:2 27 54 53 71 3527 2022
1:4 14 56
3 Puro 54 54
1.2 44 88 69 90 4480 2568
1:4 16 64
4 Puro 61 61
1.2 28 56 68 89 4460 2556
1:4 22 88
5 Puro 64 64
1.2 38 76 72 94 4687 2687
1:4 19 76
Média 70 91 4542 2604
Desvio Padrao 2,02 2,52 126,01 72,22

! A reacéo foi realizada com 2D da amostra da vacina.
*Multiplicar pelo fator de 50 referente a estimatilzareac&o em 1mL.
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Tabela 4.13 -Estimativa do conteudo de ATP por ampola da vaBio& (Lote 109007).
Amostra Diluicéo URL Fator Média URL pmol/100uL’  pmol/ampolé  ng/ampola

1 Puro 48 48
1.2 21 42 59 78 3900 2235
1:4 22 88
2 Puro 49 49
1:2 19 38 44 59 2927 1677
1:4 11 44
3 Puro 55 54
1.2 36 72 68 88 4418 2532
1:4 19 76
4 Puro 40 40
1:2 31 62 135 172 8624 4943
1:4 76 304
5 Puro 79 79
1.2 53 106 98 126 6283 3601
1:4 27 108
Média 75 97 4867 2790
Desvio Padréo 20,16 5,@6 1253,03 718,18

! A reacéo foi realizada com 2D da amostra da vacina.
*Multiplicar pelo fator de 50 referente a estimatilzareac&o em 1mL.

4.4 - Ensaio de Unidades Formadoras de Colonias (Gfda vacina BCG

Nos ensaios realizados para avaliar a viabiliddeamostras da vacina BCG Moreau
RDJ, foram utilizados 20 ampolas dos 10 lotes. Aina de referéncia BRABCGO003 foi
usada para a comparacéo dos resultados obtidoab@ld'4.14 apresenta o numero de UFC
determinados ao final do experimento. Os 10 lotegagtina foram realizados posteriormente,
podendo ser analisados nas Tabelas (4.15, 4.18, 4.18, 4.19, 4.20, 4.21, 4.22, 4.23 e
4.24). A metodologia usada e os calculos pameterminacdo do UFC/mL estdo expostos no

Anexo A.



Tabela 4.14 -Determinacao da viabilidade da vacina BCG (LotedR2010) pelo método de UFC/mL.
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VIABILIDADE DA VACINA BCG ID LOTE: RHO/2010

VACINA MANTIDA A -30°C Data da realizac¢éo do teste: 29/12/2011

Diluicbes Leituras S QUADR SOMA(SXx) n 2 MEDIA=SX/n PARCIAL CALC. div UFCx16
11 55 51 64 58 43 14935 271 5 4,55 54,2 104,4 52,20,2 10,44
1:3 26 26 21 26 17 2758 116 5 2,88 23,2 50,2 25,810,4 10,32
1:7 9 16 15 16 15 11 12 15 12 14 1873 135 10 3,74 351 27 12,18 0,8 9,74
LJ - Lote: 01 SAUTON - Lofgt Leitura em 26/01/2012 Vacina de referéncia: 9,86
VACINA MANTIDA A -30°C Data da realizag&o do teste: 29/12/2011
DiluicBes Leituras S QUADR SOMA (Sx) n x2 MEDIA=SX/n PARCIAL CALC. div UFCx16
1:1 57 60 49 60 48 15154 274 5 2,53 54,8 112,8 56,40,2 11,28
1:3 33 24 29 32 29 4371 147 5 1,67 29,4 58 2854 4 0, 11,42
1:7 15 12 17 16 16 13 7 19 13 15 2143 143 10 6,86 431 28,6 14,55 0,8 11,64

LJ - Lote: 01 SAUTON - Lofgt Leitura em 26/01/2012 Vacina de referéncia: 9,86




Tabela 4.15 -Determinacédo da viabilidade da vacina BCG (Lot@0D3) pelo método de UFC/mL.

VIABILIDADE DA VACINA BCG ID LOTE: 108003 AGOO07 (2011)
VACINA MANTIDA A -30°C Data da realizag&o do teste: 18/09/2012
Diluices Leituras S QUADR SOMA (Sx) n 2 MEDIA=SX/n PARCIAL CALC. div  UFCx106
11 14 16 20 13 21 1462 84 3,02 16,8 38,8 19,4 0,2 3,88
1:3 12 10 16 5 10 625 53 5,96 10,6 22 8,98 0,4 3,59
1.7 6 2 4 6 6 116 556 371 57 10 8,09 5,7 11,4 5,35 0,8 4,28
LJ - Lote: 33 SAUTON - Lot Leitura em 16/10/2012
Tabela 4.16 -Determinacédo da viabilidade da vacina BCG (Lot@0Da) pelo método de UFC/mL.
VIABILIDADE DA VACINA BCG ID LOTE: 108004 AGOO08 (2011)
VACINA MANTIDA A -30°C Data da realizagdo do teste: 18/09/2012
Diluicbes Leituras S QUADR SOMA (Sx) n x2 MEDIA=SX/n PARCIAL CALC. div  UFCx106
11 17 22 12 23 17 1735 91 5 433 18,2 35 17,5 02 35
1:3 6 5 7 12 9 335 39 5 3,95 7,8 16,8 8,94 0,4 3,58
1.7 4 3 7 5 5 37614 235 45 10 7,22 4,5 9 3,96 0,8 3,17
LJ - Lote: 33 SAUTON - Lotk Leitura em 16/10/2012
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Tabela 4.17 -Determinacao da viabilidade da vacina BCG (Lote0D®) pelo método de UFC/mL.

VIABILIDADE DA VACINA BCG ID LOTE: 108006 AGO10 (2011)
VACINA MANTIDA A -30°C Data da realizacdo do teste: 18/09/2012
Diluicdes Leituras S QUADR SOMA (Sx) n y2 MEDIA=SX/n PARCIAL CALC. div UFCx106
1:1 6 5479 207 31 5 2,39 6,2 13,6 6,8 0,2 1,36
1:3 2 4324 49 15 5 1,33 3 7.4 3,15 0,4 1,26
1:7 2 20224602 76 22 10 12,55 2,2 4,4 1,53 0,8 1,22
LJ - Lote: 33 SAUTON - Lot Leitura em 16/10/2012

Tabela 4.18 -Determinacao da viabilidade da vacina BCG (Lot@0DJF) pelo método de UFC/mL.

VIABILIDADE DA VACINA BCG ID LOTE: 109007 SETO1 (2011)

VACINA MANTIDA A -30°C Data da realizacdo do teste: 18/09/2012
Diluicdes Leituras S QUADR SOMA (Sx) n x2 MEDIA=SX/n PARCIAL CALC. div UFCx106
1:1 33 28 30 24 29 4190 144 5 1,49 28,8 54,6 27,3 0,2 5,46
1:3 13 20 11 11 10 911 65 5,08 13 25,8 13,88 0,4 5,55
1:7 6 3 5 7 9 896183 454 64 10 6,94 6,4 12,8 6,48 0,8 5,19
LJ - Lote: 33 SAUTON - Lot Leitura em 16/10/2012




Tabela 4.19 -Determinacao da viabilidade da vacina BCG (Lot@0D®8) pelo método de UFC/mL.

VIABILIDADE DA VACINA BCG ID LOTE: 109008 SET02 (2011)
VACINA MANTIDA A -30°C Data da realizag&o do teste: 18/09/2012
Diluicbes Leituras S QUADR SOMA (Sx) x2 MEDIA=SX/n PARCIAL CALC. div UFCx106
11 49 55 33 36 34 8967 207 9,59 41,4 84,2 42,1 0,2 8,42
1:3 19 22 21 22 18 2094 102 0,65 20,4 42,8 21,07 0,4 8,43
1.7 16 1513 11 10 8 8 6 14 11 1352 112 10 8,71 11,2 22,4 10,46 0,8 8,37
LJ - Lote: 33 SAUTON - Lot Leitura em 16/10/2012

Tabela 4.20 -Determinacédo da viabilidade da vacina BCG (Lot@00®) pelo método de UFC/mL.

VIABILIDADE DA VACINA BCG ID

LOTE: 109009 SET03 (2011)
VACINA MANTIDA A -30°C Data da realizagdo do teste: 18/09/2012
Diluicdes Leituras S QUADR SOMA (Sx) n x2 MEDIA=SX/n PARCIAL CALC. div  UFCx106
11 42 28 25 40 36 6069 171 6,46 34,2 71,8 35,9 0,2 7,18
1:3 20 13 20 16 15 1450 84 2,31 16,8 37,6 17,86 0,4 7,14
1.7 9 13 7 10 7 11 14 13 7 13 1152 104 10 6,77 10,4 20,8 8,84 0,8 7,07
LJ - Lote: 33 SAUTON - Lotk Leitura em 16/10/2012
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Tabela 4.21 -Determinacao da viabilidade da vacina BCG (Lot@01@) pelo método de UFC/mL.

VIABILIDADE DA VACINA BCG ID LOTE: 109014 SETO08 (2011)

VACINA MANTIDA A -30°C Data da realizacdo do teste: 18/09/2012

Diluicbes Leituras S QUADR SOMA (Sx) n 2 MEDIA=SX/n PARCIAL CALC. div UFCx106
1:1 7 8 14 6 10 445 45 5 4,44 9 19,4 9,7 02 1,94
1:3 5 86 9 1 207 29 5 6,69 5,8 10,4 4,58 0,4 1,83
1:7 1 36 12 22321 73 23 10 8,74 2,3 4.6 2,86 0,8 2,29
LJ - Lote: 33 SAUTON - Lotk Leitura em 16/10/2012
Tabela 4.22 -Determinacao da viabilidade da vacina BCG (Lot@0B®) pelo método de UFC/mL.
VIABILIDADE DA VACINA BCG ID LOTE: 110039 OUT12 (2011)
VACINA MANTIDA A -30°C Data da realizagdo do teste: 18/09/2012
Diluicbes Leituras S QUADR SOMA (Sx) n 2 MEDIA=SX/n PARCIAL CALC. div UFCx106
1:1 41 45 35 41 22 7096 184 8,83 36,8 75,2 37,6 0,2 7,52
1:3 17 2319 16 15 1660 90 2,22 18 38,4 18,78 04 751
1:7 14 1114 9 8 163 7 9 11 1174 102 10 131 10,2 20,4 9,28 0,8 7,42
LJ - Lote: 33 SAUTON - Lotk Leitura em 16/10/2012
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Tabela 4.23 -Determinacao da viabilidade da vacina BCG (Lot&#0ED) pelo método de UFC/mL.

VIABILIDADE DA VACINA BCG ID LOTE: 111050 NOV09 (2011)
VACINA MANTIDA A -30°C Data da realizacdo do teste: 05/09/2012
Dilui¢cdes Leituras S QUADR SOMA (Sx) n y2 MEDIA=SX/n PARCIAL CALC. div UFCx106
1:1 49 52 46 51 41 11503 239 5 1,65 47,8 97,8 48,9 0,2 9,78
1:3 31 27 23 26 27 3624 134 5 1,22 26,8 50 24,58 0,4 9,83
1:7 16 13 11 14 10 14 11 8 12 7 1416 116 10 6,07 11,6 23,2 12,82 0,8 10,26
LJ - Lote: 31 SAUTON - Lot Leitura em 16/10/2012

Tabela 4.24 -Determinacao da viabilidade da vacina BCG (Lot@ed4P) pelo método de UFC/mL.

VIABILIDADE DA VACINA BCG ID LOTE: 110042 OUT16 (2011)
VACINA MANTIDA A -30°C Data da realizagdo do teste: 05/09/2012
Diluicdes Leituras S QUADR SOMA (Sx) n x2 MEDIA=SX/n PARCIAL CALC. div UFCx106
1:1 31 27 34 27 21 4016 140 5 343 28 61,2 30,6 02 6,12
1:3 20 12 21 11 20 1506 84 5 5,64 16,8 33,2 1497 04 5,99
1:7 14 7 121 8 75 12 8 8 800 82 10 15,56 8,2 16,4 8,36 0,8 6,69

LJ - Lote: 33 SAUTON - Lotk Leitura em 17/10/2012

57
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4.5 - Relagao da concentragédo de ATP (URL) por UF€quivalente

A Tabela 4.25 determina a quantidade de ATP em /A0@IL e hgampola do
lotes (108006, 109014, 108004, 108003, 109007, 42,0009009, 110039, 109008,
111050) relacionando os valores obtidos no ensaididluminescéncia pelo UFC

correspondente do mesmo lote.

Tabela 4.25 -Relagao da concentracdo ( pmol/iD@ ng/ampola) por UFC equivalente.

Lote Média Desvio Padrédo UFC equivalente (xT0ampola)
108006

pmol/10QuL 62 +/- 2,66 1,26
ng/ampola 1764 +/- 76,33

109014

pmol/10QuL 74 +-9,71 1,94
ng/ampola 2109 +/- 278,55

108004

pmol/10QuL 91 +/- 2,52 3,50
ng/ampola 2604 +/- 72,22

108003

pmol/10QuL 96 +/- 12,41 3,88
ng/ampola 2754 +/- 355,69

109007

pmol/10QuL 97 +/- 25,06 5,46
ng/ampola 2790 +/- 718,18

110042

pmol/10QuL 100 +/- 21,22 6,12
ng/ampola 2853 +/- 608,12

109009

pmol/10QuL 108 +/- 26,01 7,14
ng/ampola 3090 +/- 748,05

110039

pmol/10QuL 151 +/- 7,04 7,51
ng/ampola 4333 +/- 201,97

109008

pmol/10QuL 191 +/- 13,99 8,42
ng/ampola 5477 +/- 401,08

111050

pmol/10QuL 259 +/- 25,06 9,83
ng/ampola 7432 +/- 1591,03
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Os resultados obtidos revelam uma correlacéo lipesitiva da concentracéo de
bioluminescéncia (pmol/100uL ou ng/ampola) pelo Ugdtiivalente (Figura 4.4). Os
menores valores obtidos no ensaio de bioluminesc&ecrelacionam com 0s menores
resultados obtidos no ensaio de UFC, mostrandoageencentracdo de ATP esta

diretamente relacionada a viabilidade do bacilogpae ser determinado pelo ensaio de
UFC.

300
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=
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g
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0
0 2 4 6 8 10 12
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Figura 4.4 - Diagrama de dispersédo (pmol/100uL x UFC).

A intensidade da associacao linear existente estreariaveis foi quantificada
por meio do coeficiente de correlacdo linear degoea obtido dividindo a covariancia
de duas variaveis pelo produto de seus desviosipa@r resultado obtido mostrou a
existéncia de uma correlacéo forte e positiva€Q,& 1) com r = 0,872961.



5 — DISCUSSAO

No inicio do século passado, existia a esperancgugea TB pudesse ser
erradicada através da vacinagdo pela BCG, recéemdasida por Calmette e Guérin,
em Lille, na Franca (Calmette et al. 1927). Duranteegunda Guerra Mundial (1939-
1945), estas esperancas aumentaram com a descolaedgdo bacteriostatica da
estreptomicina por Selman Wasksman, Prémio NobMeticina em 1952 (Wasksman
1964). O tratamento com estreptomicina pareciaefimas dM. tuberculosiscomecou
a desenvolver resisténcia as drogas rapidamentadioio da capacidade do bacilo em
adquirir resisténcia aos medicamentos (Kaufmanmai&da 2007).

O equivoco de que a erradicagdo da TB poderia elapgenas por uso de
antibiéticos e pela vacinacéo levou a complacédaisociedade frente a doenca por
varias décadas. Esta situacdo mudou apenas no d@ci990, quando a OMS declarou
a TB como uma emergéncia global. Cientistas dersidgepaises comecaram entdo a
concentrar esforcos em outras areas de pesquigando estudos para entender melhor
a doenca, a busca de novas vacinas, desenvolves nogtodos de diagndstico e
introduzir melhorias nos processos de producam#rale de qualidade da atual vacina
(Ottenhoff & Kaufmann 2012).

A vacina BCG é amplamente utilizada contra a TB a&snrecentemente
comecou a ser usada como agente imunoterapice faentancer superficial de bexiga
(Brandau 2007; Gontero et al. 2010). Aproximadamenem milhdes de doses da
vacina BCG séo administradas a cada ano para prevéB e centenas de milhares de
doses tém sido destinadas para tratar as formeisisnide cancer de bexiga (OMS
2004).

Apesar de sua ampla utilizagdo, os métodos deupémde controle de qualidade
da vacina BCG permaneceram inalterados ao longdédadas. Portanto, métodos

aperfeicoados e melhor controlados sao essencemia facilitar o processo de
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fabricacdo e auxiliar na avaliacdo de produtos bacterianos. Além disso, varios
novos candidatos a vacinas usando micobactériasuatas encontram-se em

desenvolvimento como alternativa para a BCG (Watkaid. 2010).

Os métodos de controle de qualidade recomendadm$-pemacopéia Européia
e OMS para a avaliacédo da identidade da vacina 8&@@lvem o exame microscopico
da coloracdo de BAAR que confirma apenas a presg@gaicobactérias no produto
final e a aparéncia das col6nias crescidas em s@dio. Estes métodos ndo permitem
ao produtor diferenciar e caracterizar as subcdpaBCG e tampouco a presenca de
outros membros do compledd. tuberculosianmuitos dos quais patogénic(idonikian
et al. 1987; European Pharmacopoeia Commission)2008

Os BCGs apesar de provenientes de uma cepa vaudeM. bovisapresentam,
devido aos diferentes métodos de passagem e dearamento ao longo dos anos,
diferencas fenotipicas, bioquimicas e heterogedeidanétic§Cole et al. 1998).

Essas caracteristicas podem ser utilizadas paeeddiacao e classificacdo das
subcepas (Anbnimo 1978; Zhang et al. 1995), sena@todogenémico anelhor, pois
permite o sequenciamento do genomaviduberculosise pela utilizacdo de tecnologias
avancadas como o ensaio de microarranjos de DNApermite identificar as dele¢bes de
algumas subcepas (Behr et al. 1999).

Estudos desenvolvidos por Magdalena et al. (199&)zamdo a PCR
possibilitaram distinguir de maneira especificaw#scepas de BCG das cepas virulentas
do complexoM. tuberculosis a partir da analise de dois componentes génicos,
nomeadosenX3-regX3.

Talbot et al. (1997) mostraram que a regidao gendndesignada RD1
encontrava-se presente em todas as micobactéridentas tanto ddl. bovisquanto
do complexoM. Tuberculosise ausente nas subcepas da vacina BCG. Assim, um
método de PCRm foi desenvolvido para detectarecélelRD1 e uma ampla colecao de
BCG e outras linhagens do compleib tuberculosisforam testadas. Os resultados
mostraram que a RD1 foi excluida de todas as 2&8scdp BCG avaliadas, enquanto a
RD1 estava presente nas 129 cepas do complekaberculosisanalisadas.

Técnicas de amplificagdo de acidos nucléicos comimaos alternativos de CQ
nao apenas para diferenciar as varias subcepasCée @®mo também revelar a
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presenca de micobactérias virulentas nas preparaigiem objeto de um estudo
realizado por Bedwell et al. (2001). Os autoresedeolveram um método de PCRm
barato, especifico, rapido, reprodutivel, porgtibbusto. A base deste método utiliza a
PCR para amplificar seis regides genéticas enaagram varias micobactérias. Cinco
destas séo regides de diferenca (RD 1, 2, 8, 18) éjde podem estar presentes ou
ausentes nas subcepas de BCG. O sexto alvo é giéa de dois componentese(X3-
regX3 que tem um nuamero variavel de repeticdes em astreubcepas de BCG.

O sequenciamento do genomaMobovisBCG Moreau RDJ por Gomes et al.
(2011) favoreceu além das caracteristicas genéscdsnotipicas, a comprovagao
histérica das delecbes génicas ocorridas pelo BC&@edi ao longo dos anos,
possibilitando deste modo caracterizar a identidadiecular da vacina. Apesar da sua
ampla utilizacéo no pais pouco tinha sido feitocatBomento para caracterizar a BCG
brasileira no aspecto molecular.

A BCG Moreau pertence a um seleto grupo de subcepasais que
apresentam o sequenciamento do genoma complettreDelas podemos destacar as
cepas Pasteur e Toquio que tiveram seus genonmgades (Brosch et al. 2007; Seki et
al. 2009). As cepas da China, Dinamarca, Russiace d@stdo seguindo o mesmo
caminho das cepas que tiveram seu sequenciamentiiictn (Pan et al. 2011).

A técnica de PCRm pode ser utilizada como ferramel® identificacdo e
caracterizacdo da vacina BCG e em amostras clindigassar de ser considerada nao
patogénica, em alguns casos, a vacina BCG podearcaloeencas em individuos
vacinados, quando estes estiverem em imunossupréSséamowsky et al. 1993). O
uso da BCG como um agente imunoestimulador paratanmiento de carcinoma de
bexiga pode, em alguns casos provocar uma infelogéd, regional ou até mesmo
sistémica (Nicod 1995). O método de PCR poderiaceser utilizado para diferenciar a
infeccdo causada pela vacina/imunomodulador de infeacdo externa causada por
outra micobactéria.

Outra utilizacdo da PCRm esta na investigacao tés kementes cuja producao
é realizada de acordo com as recomendacfes da ©MS§.evitar a ocorréncia de
mutacdes e possiveis alteragcfes da imunogenicidaderecomendadas apenas 12
passagens em meio de cultura a partir do lote ppm& OMS sugere que as culturas
sejam avaliadas a partir de observacdes microsg®mios bacilos, pela coloracdo de

ZN, com a determinacdo da dimensdo das coloniasxclusdo de contaminacdo
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bacteriana ou fungica e a auséncia de micobactéridentas (WHO 1987).

Um estudo realizado por Trovero et al. (2010) iaudlotes sementes obtidos a
a partir de um lote secundario liofilizado da c&tG Pasteur 1132 P2, geneticamente
caracterizada. O genoma de cinco regides alvo (RDE, RD14, RD15 e DUZ2) foi
analisado por PCRm, usando o lote semente e diésretepas disponiveis como
modelos. Os resultados ndo mostraram diferencasigas nos fragmentos estudados
em comparacao com a cepa Pasteur. Um total des®@agpens foi realizado e ndo foram
encontradas diferencas no tamanho dos fragmentpifiaados. Em concluséo, este
método permite controlar genotipicamente um lot@esee de trabalho e avaliar a
estabilidade do genoma da vacina BCG.

A técnica de PCRm foi usada também por Seki e{28l12) para avaliar a
validade do numero de passagens do lote sementmaande cultura exigido pela
OMS. Apo6s 20 passagens, quase o dobro do limigbe@scido para a producdo de
vacinas no Japéao, o genoma de cinco regides aba&,(RD2, RD15, RD16 senX3-
regX3 foi analisado e ndo foram observadas difereneastgpicas e fenotipicas.

Aldous et al. (2005) comparou seis métodos de gidrale DNA gendmico do
M. tuberculosisncluindo uso de detergentes, rotura mecanicamaszproteoliticas, kit
comercial e extracdo pelo calor. Apesar das ddmdés, os resultados mostraram que
0s métodos sédo eficazes e o kit QlJAamp DNA BloodiMiit (Qiagen®) apresentou
resultados semelhantes aos demais, com menor &eyxio para a extracao.

Na primeira parte do estudo foi padronizada a noéogih usando os melhores
valores de concentragdo de DNA extraido. A utiimado kit QlAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen®) proporcionou resultados expressi em relacdo ao tempo de
obtencdo quando comparado ao método de choquectéara combinacdo de ambos.
Em nosso estudo, o lote RHO/2010 da vacina BCG Mowegpresentou os melhores
resultados dentre os trés lotes usados para amzalgéo e de acordo com esses dados
os valores de DNA (ngL) para CT (8,40), CTK (21,72) e K (20,81) indicam
diferencas minimas entre os métodos CTK e K. Dissaa, justifica-se o uso do kit
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen®) por sua rapidezpraticidade.

Para a avaliacdo da identidade da vacina BCG fbrzado o protocolo de
Markey et al. (2010) segundo um estudo coordenadla ©MS com treze
oligonucleotideos para seis regifes alvo. Os mdodt obtidos nesse trabalho

apresentaram o padrdao esperado de amplificacdovadesas candidatas a RR
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(Dinamarquésa 1331, Téquio 172-1, Russa-l, More@iago).

Nossos resultados foram semelhantes aos do esw@™& com a amplificacao
das regides RD8 (472 pb), RD2 (315 pb), senX3-re@¥8 pb), RD14 (252 pb) e RD1
(196 pb) e a auséncia esperada do fragmento RAQ6b) como observado nos 10
lotes (109014, 109009, 108003, 111050, 110039, 42,0009008, 108006, 012182,
108002 e 009083) avaliados. Tais achados séoatndis do gendtipo real do BCG
Moreau RDJ segundo o histérico e os estudos malexilanteriormente descritos
(Harboe et al. 1984; Fomukong et al. 1992; Belal.€t999). Foi possivel observar por
meio da avaliacédo da identidade dos 10 lotes dmar&CG Moreau RDJ obtidos em
diferentes periodos de producdo a preservagdo dascteristicas genéticas sem

contaminacgdo por outras subcepas ou bactériasgratag.

Em nosso estudo, os resultados obtidos pela PCRetaram que o método é
especifico, reprodutivel, robusto e eficaz paraeterthinacdo pelo CQ, durante as
etapas de producéo, avaliacdo da identidade etearacdo da vacina BCG Moreau
RDJ e das diferentes subcepas, com base em suaesOekele regibes variaveis
peculiares.

O ensaio proposto permite identificar também regidpie apresentam
polimorfismo génico, a ocorréncia de subcepas sigtaa contaminacdo do produto
final por cepas virulentas do complekb Tuberculosis podendo ser avaliada para
todos os lotes. A técnica de PCRm mostrou ser utduélternativo adequado para
substituir a coloracdo alcool-4cido, conferindousagc¢a para a vacina comercializada
no mercado interno e internacional.

A utilizacdo de procedimentos mais rapidos e efisapara quantificar a
poténcia destes novos candidatos a vacina podexigliimar a sua avaliacdo clinica e
entre os testes de CQ utilizados na producéo da, B@@Imente somente 0 ensaio de
UFC avalia o numero de micobactérias viaveis (O10&8; Parra et al. 2009).

Nos ultimos anos alguns grupos tem utilizado oiendga ATP intracelular, um
procedimento mais rapido para quantificar partwda BCG viaveis (Askgaard et al.
1995, Ho et al. 2008, Jensen et al. 2008 e Ptiali. 4985). Embora os ensaios de ATP
tenham sido testados inicialmente ha 35 anos, eraige cepas que foram avaliadas
desde os anos 1970 € extremamente limitado (Crigp&d). Em contraste com o

ensaio de UFC que consome varias semanas, esse poda ser completado em
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aproximadamente 24 horas (Askgaard et al. 199508 Bt al. 1985; Imamura et al.
2009). Em preparacdes de vacinas BCG liofilizafdaobservada por Jensen et al.
(2008) uma alta correlacdo entre as concentragbeselulares de ATP e o numero de
bacilos viaveis. Além disso, os resultados de utmdesinternacional colaborativo sob
coordenacdo da OMS indicaram que a técnica de rbinkscéncia de ATP é um
método pratico, robusto e reprodutivel que podeiiezado como um procedimento de
CQ de rotina na fabricacdo da vacina BCG (Ho €2G08).

Diversos estudos foram realizados nos ultimos grawa comparar o método
tradicional (contagem de UFC) e o ensaio de biatesténcia. Askgaard et al. (1995)
realizou um estudo no qual os resultados revelanaya relacdo proporcional entre o
UFC e o teor de ATP por ampola mostrando que essedm alternativo poderia ser um
candidato para a avaliacdo da viabilidade da vaB@& pelo CQ. Ja outro estudo
realizado por Kolibab et al. (2012) mostrou quensago de ATP intracelular pode ser
utilizado para determinar o numero de organismaseis nas vacinas BCG liofilizadas
e congeladas, incluindo novas cepas recombinantesl®m monitorar o crescimento e
a quantificacédo de culturas de micobacténagtro. Os mesmos autores sugerem que o
ensaio de ATP pode ser utilizado em estudos pnéeol para quantificar a resposta de
organismos vivos a drogas e vacinas que estdo eenwvavimento. Além disso,
Hoffner et al. (2009) demonstraram que o ensaid\Te tem potencial para uso em
rotina em testes de susceptibilidade a drogas emtimanas.

Um importante estudo realizado sob a coordenacdoOMES avaliou a
viabilidade de trés candidatos (vacinas Dinamamu&81, Toquio 172-1 e Russa-l) a
RR, utilizando os métodos de contagem de cultuiageis e bioluminescéncia (Ho et
al. 2011). Entretanto, os resultados nao indicataeno método de ATP € melhor que o
de UFC, mas mostraram que podem ser utilizadosodeaf complementar pelos
fabricantes da vacina, com isto poderia diminugrapo de fabricacdo das mesmas. No
entanto, este mesmo estudo mostrou que a inexperiéle alguns laboratorios em
realizar o ensaio de ATP modificado resultou nduséo de trés participantes pela
elevada variabilidade nos resultados deste testdarRo, estudos complementares,
incluindo treinamento de pessoal, tornam-se negesspara justificar a utilizacédo
desse ensaio rapido e reprodutivel em testes @etedracdo de farmacos e vacinas
micobacterianas

Em nossos estudos os resultados obtidos com o KR Metermination
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(Invitrogen, Carisbad, Califérnia, USA) mostrarampassibilidade do uso deste produto
para a avaliacdo das ampolas da vacina BCG Morgautia do ATP produzido, com
limites de deteccéo entre 0,1 e 1000 pmol{dOA avaliacdo de cada lote revelou um
padrdo de concentracdo de ATP caracteristico wida; que quanto maior a
quantidade de ATP maior sera o valor de UFC umaguez a concentracdo de ATP
esta diretamente relacionada a viabilidade do dadNssim, pelo coeficiente de
correlacéo linear de Pearson foi possivel mostetisténcia de uma correlagéo forte e
positiva (0,8<r < 1;r=0,872961) entre o ATP produzido e 0 J&C correspondente.
Em nossa opinido, para a subcepa Moreau Rio derdade acordo com os
resultados obtidos neste trabalho, a utilizacAaédaica de bioluminescéncia para
avaliar a viabilidade da vacina BCG possibilitar@ion rapidez e consisténcia na
determinacdo da quantidade de bacilos vivos duranpeocesso de producdo e no
produto final proporcionando maior eficiéncia nbelacdo de lotes para o mercado
brasileiro e internacional. Além disto, concordarnom outros grupos que o ensaio de
ATP podera ser utilizado por pesquisadores acealeras testes pré-clinicos e clinicos
no desenvolvimento de novas vacinas uma vez queriodo de incubacdo de 3 a 4

semanas do ensaio de UFC retarda essas avaliacoes.

E importante ressaltar que 0s nossos resultadoses@ielhantes aos de um
estudo da OMS com outras subcepas de BCG que commear ensaios de ATP
modificado e UFC, sendo que também conseguimosioakr a quantidade de UFC
pelo valor obtido de ATP em 10 lotes de vacina (O2089). Embora os lotes da vacina
tenham apresentado diferencas no desvio-padra@laes encontrados sdo aceitaveis
por se tratar de uma vacina viva atenuada paralaagbB estabelece a quantidade de
bacilos viaveis entre 2 e 10 milh6es por amgBtasil 2010).

A padronizagédo de metodologias alternativas pat&ala vacina BCG Moreau
RDJ objeto de pesquisa da OMS deveré ter a suaatieapao finalizada apés a analise
dos resultados dos estudos colaborativos em ddseneato, incluindo os da presente
investigacdo e contribuird para a melhoria e segaraa utilizacdo das vacinas BCG

em uso atualmente no mundo.
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6 - CONCLUSOES

- Em nosso estudo foi estabelecida a melhor matgadolde extracdo de DNA a partir

das ampolas da vacina BCG Moreau RDJ.

- Os resultados de rendimento de DNA utilizand@mlminacdo do kit QIAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen®) seguido da técnica de ghe térmico foram ligeiramente
superiores aqueles obtidos usando-se apenas ooRiercial, porém, o tempo

consumido foi maior.

- O método de extracdo utilizando apenas o kit @ipaDNA Blood Mini Kit
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(Qiagen®) foi o de escolha e serd usado na agalidgs lotes de producdo e também

dos lotes sementes.

- A identidade da vacina BCG foi comprovada aval@ase diferentes lotes em datas
distintas. Estes resultados revelam que a vacin® B@reau RDJ mantém suas

caracteristicas genotipicas nos produtos finaisecoializados.

- A metodologia de eletroforese em gel de agar@mifu determinar as melhores
condicbes de corrida e a concentragdo ideal pamdswalizacdo dos pequenos
fragmentos de DNA e o0s marcadores utilizados faeyeen a caracterizagcdo dos

fragmentos ampilificados.

- O uso do kit QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen®possibilitou determinar a
concentracdo de ATP das ampolas de diferentesdateacina BCG Moreau RDJ.

- Os resultados obtidos pelo ensaio de biolumimesaé UFC permitiram estabelecer

uma relagéo entre a concentracao obtida de AT e seu respectivo valor de UFC.
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8 - ANEXO A

Meios de Cultura: composicao e preparo

A - Meio sélido de Lowenstein-Jensen

1 - Materiais, reagentes e equipamentos:

1.1. Béquer de vérias graduacoes;
1.2. Pipetador automatico;

1.3. Colher para pesar,

1.4. Tubos de ensaio 22x180 mm;
1.5. Gaze;

1.6. Rolhas de algodao com gaze;
1.7. Papel grau cirurgico;

1.8. Bastao de vidro;

1.9. Funil de ago inox com tampa;
1.10. Quarto estufa 36-38 °C;
1.11. Balanca analitica digital (SARTORIUS — Modd&® 610);



1.12.
1.13.
1.14.
1.15.
1.16.
1.17.
1.18.
1.19.
1.20.
1.21.
1.22.
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Placa aquecedora (IKA — Modelo: C-MAG HS10);

Meio de cultura Lownstein Jensen;

Glicerina 85% PA;

Ovos;

Estantes para tubo;

Gavetas plasticas;

Solucéo de éalcool a 70%;

Garraféo de polipropileno;

Batedeira (Walita — Modelo: HL3129);,

Coaguladores: Japonés — (HIRASAWA WORK.JICedelo: C2000);

Bico de Bunsen.

2 - Procedimento

2.1. Preparo dos ovos:

2.1.1. Aguardar a chegada dos ovos necessarios gdaboracao deste meio de cultura.

Verificar na tabela 8.1 abaixo, as proporc¢des cuweith ser seguidas;

2.1.2. Observar os ovos, verificando se estdo qdebr rachados ou com aparéncia

amarelada; estes ovos devem ser descartados.

Tabela 8.1 -Relacao da quantidade de insumos adicionados ao LJ.

Quantidades de ovos Volume de ovos Quantidade de base Glicerina
5 duazias (60 ovos) + 3.000 mL 1.800 mL 36 mL

+ 80 ovos +4.000 mL 2.400 mL 48 mL
100 ovos +5.000 mL 3.000 mL 60 mL
10 ddzias (120 ovos) + 6.000 mL 3.600 mL 72 mL
15 duzias (180 ovos) +9.000 mL 5.400 mL 108 mL
19 duzias (228 ovos) +11.000 mL 6.840 mL 137 mL
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2.2. Preparo da base:

2.2.1. Para 600 mL de agua purificada pesar a mgiaaiet de base indicada no frasco;
2.2.2. Adicionar a glicerina de acordo com a quiatte de base (tabela 8.1);

2.2.3. Homogeneizar e levar para dissolver em péageecedora ou bico de Bunsen,
agitando ate completa dissolugéo;

2.2.4. Incubar a ampola contendo o bioindicadoma temperatura de 55 °C a 60 °C
por 24 horas. Se houver alteracdo de cor na ampoksio deve ser descartado;

2.2.5. Deixar 0 meio em temperatura ambiente endria seguinte.

2.3. Elaboracdo do meio de cultura LJ:

2.3.1. No dia seguinte colocar os ovos imersosrdenaeia hora em solugédo de alcool
a 70%. Retirando do alcool e enxuga-los em gazérilesEliminar os ovos que
apresentarem anormalidades e anotar a quantidiadie@écovos descartados;

2.3.2. Quebrar os ovos, um a um, no béquer, a &nmddir o volume e bater com
batedeira para homogeneiza-los;

2.3.3. Juntar a mistura de ovos, com a quantidadese previamente esterilizada,
2.3.4. Fechar o garrafdo e homogeneizar bem;

2.3.5. Filtrar em funil de aco inox forrado com gate oito dobras;

2.3.6. Distribuir assepticamente 15 mL em tubosré&io e fechar com rolha de gaze;
2.3.7. Colocar os tubos inclinados nas bandejamdqulador;

2.3.8. Apos a coagulacao colocar em caixas devidtEmeentificadas com o lote, data
e o0 coagulador onde foi processado;

2.3.9. Deixar o lote incubando a 37°C por 48 haadan de verificar a esterilidade do
meio;

2.3.10. Armazenar por no maximo 6 semanas.

B - Meio Liquido Sauton %

1. Materiais, reagentes e equipamentos:

1.1. Béquer de 100, 500 e 1.000 mL;



1.2.
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.
1.7.
1.8.
1.9.

1.10.
1.11.
1.12.
1.13.
1.14.
1.15.
1.16.
1.17.
1.18.
1.19.
1.20.
1.21.
1.22.

Proveta de 1.000 mL e erlenmeyers de 250 mL;
Recipiente graduado de 20 litros;

Funil de vidro e papel filtro;

Bastéo de vidro e espatula de aco;

Sacos plasticos para autoclavacao;

Pipeta soroldgica;

Gaze e rolha de gaze;

Aquecedor e agitador magnético (Lab Line di#o: 1628);
Potenciometro (Methrom — Modelo: 827);

Solucdo de citrato férrico amoniacal a 15%;

Solucédo tampéao pH 7,0 e pH 4,0, para caldptenciometro
Balanca analitica digital (SARTORIUS — Modé&3® 610);
Estufa bacteriolégica;

Acido citrico monohidratado PA;

L-asparagina PA;

Fosfato de potassio dibasico;

Glicerina 85% PA;

Sulfato de magnésio heptahidratado;

Agua potavel filtrada;

Solucéo de hidroxido de sédio a 40%;

Pipetador automatico Brand.

2. Procedimento:

2.1

Pesar e medir as matérias primas conforméat8tiz

Tabela 8.2 -Reagentes necessarios para o preparo do meianSauto
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Reagentes Peso () Volume (mL)
Acido Citrico Monohidratado PA 0,55
L-asparagina PA 1,0

Citrato Férrico Amoniacal 0,0125
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Fosfato de Potassio Dibasico,tkPOy) 0,125

Glicerina 85% PA - 15
Sufato de Magnésio Heptahidratado (MgS®,) 0,125
Agua Purificada q.s.p - 1.000

2.2. Medir a glicerina em proveta;

2.3. Dissolver a L-asparagina em cerca de 300 mlAgiea purificada, na placa
aquecedora com aquecimento (em torno de 350 °Ghs&ante agitacdo, até completa
dissolucéo;

2.4. Apés a dissolucdo da L-asparagina, juntar idoacitrico, o citrato férrico
amoniacal, o fosfato de potdssio dibdsico e o taulfle magnésio heptahidratado.
Misturar bem até completa dissolucéo;

2.5. Em um recipiente graduado, colocar parte d#a,a@ glicerina, os reagentes
dissolvidos acima e completar com agua ao volunsejddo. Homogeneizar bem em

um agitador magnético. Retirar pequena amostragpdeserminacdo do pH;

2.6. Corrigir o pH para a faixa de 6,95 a 7,05 cmiucédo de hidréoxido de sodio 40%
ou acido citrico puro;

2.7. Filtrar em papel filtro. Distribuir 160 mL deeio em erlenmeyers de 250 mL.
Arrolhar e proteger com papel cirargico;

2.8. Autoclavar a 121 °C por 20 minutos;

2.9. Conserva-lo em geladeira por no maximo 4 sasan

C - Determinag&o do numero de Unidades FormadorasedColonias

1. Materiais, reagentes e equipamentos:

1.1. Solucgéo de alcool a 70%;

1.2. Pano livre de fibras;

1.3. Amostras;

1.4. Vacina de Referéncia Nacional,

1.5. Pipetas graduadas de 1, 5, 10 e 20 mL,;
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1.6. Pipetas Pasteur;

1.7. Tubos com solucéo fisiologica 0,9%;

1.8. Erlenmeyers com Sauton ¥4;

1.9. Tubos estéreis vazios;

1.10. Estantes para tubos;

1.11. Béquer de 500 mL;

1.12. Tubos com meio de cultura LJ (20 para cesta)te
1.13. Capela de fluxo laminar (VECO — Modelo: HLRE1
1.14. Estufa 36-38°C — quarto estufa;

1.15. Handy Step da Brand;

1.16. Erlenmeyers de 250 mL;

1.17. Erlenmeyers de 25 mL;

2. Amostragem:

2.1. Amostras de vacina da geladeira (GEL) - Ta¢ab ampolas por lote.

3. Requisitos de analise:

3.1. Testar as ampolas quanto a presenca de vadaiia do teste;
3.2. Fazer a desinfeccdo da capela de fluxo laminar

3.3. O erlenmeyer que contém 99 mL de Sauton gldiglo com o Handy Step.

4. Procedimento:

4.1. Amostras GEL (tabela 8.3);

a) Dependendo da quantidade de doses, as ampolasagéseguintes concentracoes:
10 doses — 1nmigL

20 doses — 2migL

50 doses — 5migL
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Tabela 8.3- Reconstituicdo das amostras

Amostras n° de doses J°%de ampolas Solucéo Fisiol6gica
10 doses 5 ampolas 5mL
GEL 20 doses 5 ampolas 10 mL
50 doses 5 ampolas 25 mL
Referéncia 50 doses ampolas 5mL

b) Fazer a diluicdo adequada de modo que a coagéntfinal fique 1mg/mL conforme
tabela acima;

c) Dividir o Sauton ¥ conforme determinada na t@ai3e#;

d) Pipetar 1 mL da amostra na concentracédo de 1limgdm pipeta de 1 mL rinsando-a
nesta fase e coloca-lo no erlenmeyer 1 que con®ml9de Sauton %, rinsar a pipeta,
agitar gentilmente 10 vezes para direita e 10 vpaes esquerda apoiado na bancada,
suspender o erlenmeyer e agitar gentiimente 10svpae a direita e 10 vezes para
esquerda;

e) Pipetar 1 mL deste erlenmeyer, com pipeta del]l mmsando-a colocar no
erlenmeyer 2 que contém 99 mL de Sauton Y4 e rengapeta; agitar gentilmente 10
vezes para direita e 10 vezes para esquerda apmadoncada, suspender o erlenmeyer
e agitar gentilmente 10 vezes para a direita eeX@s/para esquerda;

f) Pipetar 4 mL dO erlenmeyer 2 colocando-o no tgbhe contém 4 mL de Sauton Y4
agitar gentilmente 10 vezes para direita e 10 vpaes esquerda apoiado na bancada,
suspender o erlenmeyer e agitar gentilmente 10svpaea a direita e 10 vezes para
esquerda;

g) Pipetar 2 mL do erlenmeyer 2 colocando-o no e contém 6 mL de Sauton %
agitar gentilmente 10 vezes para direita e 10 vpaes esquerda apoiado na bancada,
suspender o erlenmeyer e agitar gentilmente 10svpaea a direita e 10 vezes para
esquerda;

h) Pipetar 2 mL do erlenmeyer 2 colocando-o no e contém 14 mL de Sauton Y4
agitar gentilmente 10 vezes para direita e 10 vpaes esquerda apoiado na bancada,
suspender o erlenmeyer e agitar gentilmente 10svpaea a direita e 10 vezes para

esquerda;
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1) Do erlenmeyer com diluicdo 4+4 e inocular 0,1 ndando Handy Step em cada um
dos 5 tubos da estante com LJ conforme Figura 8.1,

j) Do erlenmeyer com diluicdo 2+6 e inocular 0,1 odando Handy Step em cada um
dos 5 tubos da estante com LJ conforme Figura 8.1,

k) Do erlenmeyer com diluicdo 2+14 e inocular 0J1usando Handy Step em cada um
dos 5 tubos da estante com LJ conforme Figura 8.1,

l) Realizar a diluicdo e as inoculacdes em no méxis minutos;

m) Somente as reconstituicdes das amostras podemuaedadas na geladeira, as
diluicdes néo;

0) ApoOs a inoculacdo espalhar o inoculo sobre @rfigee do meio. Deixar os tubos

“deitados” por 24 horas. No dia seguinte trocarabas de algodao por de cortica,
esterilizadas por parafina;

p) Colocar os tubos na estufa a 37°C, na posigdicaledurante 4 semanas.

5. Célculo:

Definicdes das situagdes em que 0s testes s@acpd:

Suponha que obtemagubos contendo colbnias de bactérias. Observantée e
0 numero de colbnias de cada tubo que contém o im&tolado com as amostras em
particular, a uma diluicdo determinada. Se est® figb superior a um limite (100
colonias) pré-estabelecido, denotamos a obseryagds”.

Por definicdo o conteudo do tubo é legivel se ndover contaminagdo ou
estiver quebrado.

Se todos os tubos na mesma diluicdo sdo contgodenos obter:
a) O total do nimero de colbnias para esse nivi¢ 8ré a soma do n° de colbnias
contadas em cada tukpentdoSx soma de todos os valoresxde

b) S¥ é a soma de todos os valorecd@® quadrado;

Podemos investigar se houve algum fator experamherterferindo na contagem
em um determinado nivel de andlise de variancia.

Andlise de variancia para cada nivel de diluicéo:

O teste do qui-quadradg?) proposto indicara se ocorreu uma dispersao

excessiva de dados, no nivel de diluicdo consideradconsiste em comparar o
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resultado obtido pela aplicacdo da formula apresiena seguir com os valores criticos

tabulados.

x2(n-1) = NSx2 - Sx/Sx

Onde cada termo ja foi calculado no item anterior.

Se o valor critico encontrado através desta farfarl maior que o valor critico
¥2 apresentado na tabela abaixo, para o numero des gia liberdade(n-1)
especificado, devemos suspeitar de algum fator rempetal esta interferindo nos
valores observados e a hipétese de que as varisgf@@s puramente de erro amostral €
rejeitada, nesse caso o teste deve ser repetidc@ugas possiveis da variagdo devem

ser investigadas (tabela A.4).

Tabela 8.4 -Distribuicdo dogg2 com valores criticos para até n=12. Nivel de sicguifcia =
0,05

N

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

n-1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

x2 (p=0,05) | 3,8 6,0 7,8 9,5 11,1 | 126 |141 |155 |16,9 |183 |19,7

Exemplo numérico:

Suponha que dez tubos inoculados com uma detedanidduicdo tenham a
seguinte contagem:
33, 22, 27, 18, 26, 26, 37, ct, 24, 22, 20

Dos dez tubos inoculados 9 séo legiveis e corgawaideles estd contaminado

(ct). Portanto n=9. O nimero de colontas241. A soma dos quadrados:

SE=28+27 + 18+ 26 + 37 + 24 + 22 + 200 = 6723
S(x+1)=28+34+28+...+3t=7214

Calculando:

SY¥+ 25X + N = 6723 + 2241 + 9 = 7214
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Concluimos que os calculos estéo corretos.

Calculamos entéo:

w2 =S¥ - Sx/Sx = 10,07

Sendo que n-1=8, da tabela podemos ghterl5,5
Portanto, g2 calculado € menor que o valor critico, tabelada variacdo nao é

significativa ao nivel de 5% devendo ser provemrielg erro amostral simplesmente.

Célculo do niumero médio de colbnias (por nivel itiegdio):

Chamamos de nivel de diluicdo (d) ao inverso ageeatracdo. Por exemplo, se
a concentracdo é % .40 é 20x 18
a) Se para uma diluicdo determinada todos os w@msontaveis obtemos Sx, e a

média é dada por:

E:S(/n

b) Se um ou mais tubos (menos que a metade) apaesen numero excessivo de
colonias, crescimento confluente ou contaminac@louta-se a mediana (m).

Observando-se as contagens e colocando-se em grdsoente a mediana € o
namero central (no caso do numero total ser imparmédia aritmética entre os dois
valores centrais (no caso de se impar).

Neste exemplo, 2 tubos sé@o excluidos por contay@ina o restante ordenado,
temos:

80, 85, 93, 98, 99, 100+, 100+, 100+

A mediana de acordo com a convencao acima é dada po

m= 98 + 99/2 = 98,5

Para facilitar, o resultado pode ser arredondata p nimero inteiro par mais

proximo, neste caso 98.
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c) Se exatamente a metade dos tubos é contaved-sepfbmo mediana o valor limite.
d) Se mais da metade dos tubos € incontavel, aanéédenotada simbolicamente po

“+” e 0s calculos abandonados para este nivellde&o.
Célculo do Numero de Unidades Formadoras de Cabnia

O numero de Unidades Formadoras de Colbnias séralado em funcdo do
namero 6timo para leitura.

o corresponde a 40% do limite da contagem 100 diefipor cada laboratério
em funcdo de suas condi¢fes de trabalho (tipolateutilizado e superficie do meio de
cultura) principalmente.

Para estimar o numero de Unidades Formadoras ld@i&® calcula-se o valor

acumulado, ou seja:

Ci=%x1+ %+ 2%;3

Co=%,+2%;

Cs=2%4
E comparam-se estes valores gom
Para O n° de UFC/mL
20> Xy + Xy + 2X4(Cy) dN1/2.(%, + X, 2%
(Cl)El + E2 + 2532 20 > E2 + ZE3((32) do/V. . E1/260 + E1— (Ez + 253)
(Co) X+ 2K 3> 20> 25 4(Cy) V. ©. X of20 + Xy 2%
(C) 2% 5> 20 v X,

*v é 0 volume de suspenséo inoculado em cada tubo

Exemplo numérico:

Para uma série de diluicbes foram obtidas:

MEDIAS VALORES ACUMULADOS
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x1=69 X+ X, + 2%, = 140(G)

%,=69 X, + 2% 4= T1(G)

X3= 69 2% 4= 40(G)

Como (G) 140> 80> 71 (G), usamos a formula da segunda linha da tabela

acima sendo@® = 80.

GolV. ®. X1/20 + X1 — (X, + 2%3) = dolv . 40.69/80+69-71 =
do/v. 354 —»20000/0,1 . 35,4 = 708000068% 18

Observacoes:
1. Resultados
O resultado deve ser expresso em UFC/mL% 10

2. Limites de tolerancia
2.1. Viabilidade

O valor GEL deve estar entre 2 X°5010 x 16.

2.2. Termoestabilidade

N&o deve ser menor que 20% da contagem inicial.

GEL
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Figura 8.1 - Procedimento de diluicdo das amosigascina em meio Sautéf



