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RESUMO

Com a finalidade de se avaliar a eficacia das vacinas anti-rabicas de uso amimal no
Brasil de 1988 a 1996, foram examinadas 2442 partidas de vacinas, sendo 891 atenuadas e
1551 inativadas. Dentre as ultimas, 1441 eram inativadas de origem nacional. Foram
realizados testes de poténcia, mocuidade ¢ esterilidade. Verificou-se que, no periodo
estudado, 93,4 % (1346 partidas) das vacinas inativadas nacionais e 98,2 % (108 partidas)
das inativadas importadas foram aprovadas. Ao serem avaliadas através do célculo dos
Limites de Confianca dos percentuais de aprovagio, constatou-se que nfo houve diferenga
estatisticamente significante entre os percentuais de aprovagdo, apresentando
homogeneidade no decorrer do tempo. Com relagfio as vacinas atenuadas, houve 92,1 %
de aprovacdo, de 1988 a 1996, ou seja, foram aprovadas 821 partidas de vacmas.
Comparando-se os Limites de Confianga, verificou-se que houve diferenca
estatisticamente significante no decorrer do tempo. Ao se comparar a vacina inativada
importada com a inativada e atenuada nacionais, verificou-se que houve diferenca
estatisticamente significante entre os percentuais de aprovagdo, mostrando-se a inativada
importada superior as nacionais. As vacinas também foram avaliadas quanto ao seu
percentual de aprovagio de acordo com a espécie animal a que eram destinadas e
percentual de reprovagio de acordo com o teste. Nas vacinas inativadas, a principal causa
de reprovagdo foi em decorréncia do teste de poténcia. Ja, nas atenuadas, houve maior
reprovagdo nos testes de poténcia, titulagiio e poténcia e titulagio. Além disso, com
relacdio as atenuadas, o teste de poténcia de Koprowski foi comparado com o teste de
Titulagdo com a finalidade de se verificar a possibilidade de se retirar um ou outro teste do
controle, mostrando-se de extrema necessidade a realizagio simultinea de ambos os

testes.



ABSTRACT

With the main purpose of evaluating rabies vaccines for animal immunization
produced in Brazil from 1988 up to 1996, 2442 batches of vaccines, being 891 attenuated
and 1551 inactivated ones, were examined. Among the latter, 1441 batches were produced
in Brazil. Tests to check potency, safety and sterility were carried out. Within this period,
93.4 % (1346) lots of Brazilian inactivated vaccines and 98.2 % (108) lots of imported
inactivated ones were approved. When evaluated by the calculation of 95 % confidence
intervals it was observed no significant difference among the percentages of approval,
showing homogeneity of the respective data throughout the period of study. With regard
to the attenuated vaccines, during the same period 92.1 % (821) batches of vaccines were
approved. Comparison of the 95 % confidence intervals showed statistically significant
differences within the period of study. Comparison of imported inactivated vaccine with
inactivated and attenuated Brazilian produced vaccines, showed significant differences
among the percentages of approval showing that the imported inactivated vaccines were
better than the Brazilian ones. The vaccines were also evaluated according to the animal
species, which they were produced for as well as the percentage of non-approval as to the
type of test. Among the inactivated vaccine higher percentages of non-approval were
observed in the tests of potency, titration and potency plus titration. Furthermore, with
regard to the attenuated vaccines, the Koprowski’s potency test was compared with the
titration test, with the objective of ascertain whether there was a possibility of working

with only one control test.



1. INTRODUCAQO

A raiva é uma doenga conhecida e estudada desde a antigiiidade. A sua descrigdo em
animais domésticos foi atribuida a Democritus (500 a.C.) e a Aristoteles (322 a.C.). Os povos
do século 1 conheciam a infecciosidade da saliva de cies raivosos, chamando este material de
“veneno” (“virus” em latim). Numerosos fatos curiosos, relacionados principalmente com a
doenca no cio, permitem mostrar o grande temor que estes animais representavam para os
povos antigos, principalmente se for levado em consideragdo o desconhecimento de medidas
preventivas. Preconizava-se, numa mistura de sentimentos magicos ¢ religiosos, a crenga de que
o grande protetor desta zoonose era Sdo Humberto (SCHLOGEL, 1985, SCHNEIDER &
BURGOA, 1994). Muitas tentativas profiliticas para evitar a raiva em pessoas expostas a
infecgio foram realizadas, tais como a cauterizagdo, aplicacdo de ventosas para extrair o
“yeneno” e até 0s mais estranhos e empiricos procedimentos como beber vinho e tomar banho
de mar (SCHNEIDER & BURGOA, 1994).

Porém, foi apenas no final do século XIX, com o descobrimento dos agentes
microbianos, que Pasteur realizou a grande revolugio cientifica em relagdio a prevengdo da
raiva, produzindo a primeira vacina anti-rabica (BAER, 1985). Esta era preparada por
propagacio de virus fixo na medula espinhal de coelhos adultos, com administracio de 13 doses
consecutivas de preparados de virus com viruléncia crescente. Porém, este esquema causava
segitelas neurologicas. A partir desta primeira vacina, numerosas modificagdes foram sendo
introduzidas, objetivando melhoras da inocuidade das mesmas. (DELLEPIANE & DIAZ, 1987,
BUNN, 1988).

A vacinacio em massa de cies, como um método de controle da raiva, s6 ocorreu em
1919, pelo emprego de uma vacina de macerado de cerebro e medula espinhal de coelho
emulsionados em glicerina ¢ parcialmente inativados pelo fenol. Em decorréncia da presenca de
virus residual nessas vacinas, este método de producio foi substituido pelo método de Semple,
com inativagdo total do virus através da associagdo do uso de fenol e temperatura (BUNN,
1988, DELLEPIANE & DIAZ. 1987). HEMPT (1925), pouco tempeo mais tarde, introduziv a
vacina inativada com éter e fenol. Desde ento, muitas outras modificagbes na produgdo das

vacinas foram introduzidas e avaliadas, como o uso de tecido nervoso de diferentes espécies



animais utilizados na replicagdo do virus, diminui¢do da concentragio da suspensio viral e do
volume da dose a ser aplicada além da utilizagdo de métodos alternativos de inativaciio (luz
ultravioleta, betapropiolactona) (DELLEPIANE & DIAZ, 1987).

Porém, apesar destas modificagbes, a taxa de reacdes pos-vacinais ainda continuou
sendo alta, ocorrendo tanto no homem como nos animais {DELLEPIANE & DIAZ, 1987) ¢
eram decorrentes da presenca de um fator encefalitogénico associado a mielina, presente no
sistema nervoso de animais adultos utilizados na produgfio das vacinas. Devido a isto, utilizou-
se como substrato no preparo das vacinas anti-rabicas o encéfalo de animais jovens, uma vez
que estes ndo apresentavam mielina ou a tinham em minima proporgdo (BUNN, 1988). Além
disso, nestes animais o virus rdbico se multiplicava com maior titulo do que nos adultos
(DELLEPIANE & DIAZ, 1987). De acordo com a ORGANIZACION MUNDIAL DE LA
SALUD (OMS), 1984, para manter os fatores neuroparaliticos em concentragdes muito baixas €
necessario, no caso de camundongos lactentes, utilizar animais com menos de 9 dias de idade no
momento da retirada do encéfalo.

Também, desde a época de Pasteur a comprovagio experimental do valor imunogénico
das vacinas anti-rabicas tem sido um aspecto abordado por numerosos pesquisadores. HABEL,
em 1940, verificou que muitas das vacinas inativadas nio eram suficientemente imunogénicas e
com isso, desenvolveu um teste para avaliar a poténcia das mesmas, ou seja, a capacidade de
estimularem o sistema imune, conduzido em camundongos e que apresentava boa
reprodutibilidade, sendo portanto confiavel. Este teste ¢ usado ainda hoje em poucos paises,
como no Brasil para avaliagdo oficial das vacinas anti-rabicas destinadas ao uso animal (BAER,
1985, CUNHA, 1947). E uma prova quantitativa onde todos os animais recebem a mesma dose
de vacina, porém a dose do virus desafio em inoculagdes ¢ variada ( SIZARET, 1996).

Atualmente, o teste recomendado internacionalmente para determinar a capacidade
imunogénica das vacinas e utilizado como controle oficial pela maioria dos paises produtores de
vacinas anti-rabicas € o teste de poténcia do “National Institutes of Health” (N.LH.). Este ¢ o
melhor padronizado dos testes de poténcia “in vivo™ e consiste basicamente na comparagdo de
uma vacina de referéncia nacional (referendada por uma internacional) com a vacina que esta
sendo testada apos inoculago de uma dose letal constante de virus fixo (CVS) (WHO, 1994,
SIZARET, 1996, WHO, 1992, WUNDERLI ef al., 1991).



Estes dois métodos “in vivo” (Habel e NIH) tém sido utilizados sem alteracdes ha mais
de 30 anos e ha muitas desvantagens como a demanda de consideraveis quantidades de
camundongos, duragdo de 28 dias para concluir o teste, falhas na reprodutibiidade dos
resultados, variagdes na qualidade dos animais empregados, dentre outras. Além disso, o desafio
intracerebral ndo reproduz a transmissio natural do virus rabico, a via e o numero de
imuniza¢des (intraperitoneal) ndo mimetizam a via de administrac@o usual (intramuscular ou
subcutinea), além das doses de refor¢o poderem permitir com que uma vacina com baixa
capacidade imunogena pareca satisfatoria no teste executado (BARTH, DIDERRICH,
WEINMANN, 1988, REPKA et al,, 1990).

E importante ressaltar que estes testes mostram melhor desempenho com vacinas
derivadas da mesma amostra parental de virus daquela utilizada para o desafio intracerebral, ou
seja, com desafio homologo. Uma deficiéncia na induclio de resposta imunologica
principalmente pelas estirpes vacinais Flury LEP, LEP-C 26 e SAD B-19 tem ocorrido em
decorréncia do desafio heterdlogo ¢ qual pode vir a medir somente até 20% da poténcia de uma
determinada vacina (CRICK er al,, 1981, BARTH, DIDERRICH, WEINMANN, 1988,
BLANCOU et al., 1989). Também vacinas recombinantes expressando a nucleoproteina do
virus rabico ndao conferem protecdo contra um desafio intracerebral, mas induzem tmumdade
contra um desafio heterdlogo periférico (TOLLIS ef al., 1991, SIZARET, 1996).

Além disso, no teste de poténcia N.1H., os anticorpos neutralizantes sdo o principal
fator de prote¢do dos camundongos apoOs um desafio intracerebral. Portanto, a imunidade
celular, apesar de importante na defesa imunologica contra o virus rabico, ndo € amplamente
medida neste teste e sim, a humoral. Entretanto, com o usc de outras vias de moculagdo do
virus, a imunidade celular pode ser mais relevante na protegio contra o virus rabico. A protegao
que ocorre apds um desafio intracerebral (IC) é devido ao trauma de inoculagdo permitir ao
indculo estravazar para a circulagdo sangiiinea e aos anticorpos alcancarem o sistema nervoso
central (SNC), além da imunoglobulina G ser capaz de atravessar a barreira hemato - encefélica.
Portanto, o virus inoculado € rapidamente neutralizado. Porém, apos 24 horas, periodo em que
o virus imicia a replicagdo no SNC, mesmo altos titulos de anticorpos neutralizantes nfo

conseguem neutraliza-lo. (WUNDERLI ef /., 1991).



Para a otimizagio do controle imunogénico da vacina contra a raiva, tém sido
desenvolvidos testes alternativos “in vivo™ como a prova de poténcia envolvendo desafio
periférico, determinando-se a capacidade imunogénica da vacina e “in vitro” como o SRD
(single radial immunodiffusion), ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), ABT (modified
antibody-binding test) e Contra-Imunoeletroforese utilizados para definir o contetido antigénico
das wvacinas anti-rabicas (FERGUSON, SEAGROATT, SCHILD, 1986, FITZGERALD,
NEEDY, 1986, BARTH, DIDERRICH, WEINMANN, 1988, DIAZ, NEBEL, MICELI, 1988,
MICELI, TORROBA, DIAZ, 1993, SIZARET, 1996).

Os testes de quantificagiio de antigeno (testes “in vitro™) sio mais rapidos e mais
econdmicos para serem efetuados do que os testes do NIH e de Habel e tém sido utilizados com
sucesso para o controle do processo de produgdo e para predizer valores de poténeia para a
liberagio das vacinas. E esperado que algum destes venham a substituir oficialmente as provas
que envolvam desafio em ammais apds efetiva correlagio com o teste de N.ILH., além da
definicio e monitoragiio regular das boas praticas de produgdo ou “good manufacture
production”(GMP) para se garantir consisténcia no preparo do imunogeno, uma vez que estes
testes medem o conteudo antigénico € nio a imunogenicidade. Porém, é ainda recomendada a
determinagdo do indice de protecfio induzido por uma vacina anti-rabica através de ensaios
envolvendo desafio intracerebral em camundongos previamente imunizados, visto que consenso
ndo tem sido alcan¢ado em testes disponiveis baseados na determinagdo do conteudo antigénico
(WHO, 1992, WHO, 1994, SIZARET, 1996).

Apesar do consideravel progresso na produgdo ¢ uso de vacinas anti-rabicas durante a
ultima década e dos recentes avangos em diagnéstico e no controle da raiva em cies e animais
Silvestres,‘ este agente, por causar alta letalidade, ainda continua sendo um dos grandes riscos
para a Saide Publica em muitos paises da Africa, América do Sul e Asia sendo, também,
economicamente importante para os paises desenvolvidos e em desenvolvimento, no que tange a
pecuaria. A disponibilidade de vacinas de alta imunogenicidade e seguranca ainda € um objetivo
a ser alcancado em muitas areas do mundo (WHQ,1992).

Para se ter uma idéia, em 1990, os paises que mais notificaram casos de raiva no homem
em nameros absolutos, foram o México e o Brasil com, respectivamente, 69 e 73 Gbitos

(SCHNEIDER & BURGOA, 1994). Em 1994, foram notificados 17.203 casos de raiva nos



animais, 51,0 % destes na América Latina, 48,2 % na América do Norte e no Caribe, 0,8 %
(PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 1994).

No Brasil, 0s 4.452 casos de raiva registrados em animais em 1993 declinaram para
2.829 casos em 1994, sendo que ja ocorreram registros de até 10.141 casos na década de 80
(BRASIL, 1998). A raiva urbana vem sendo controlada através de agdes coordenadas do
Ministério da Satde com as Secretarias Municipais de Saiide. Quanto aos casos de raiva no
homem e em c8es domésticos estes vém declinando significativamente. Ja, o controle da raiva
rural ainda esta longe de alcancar os patamares das areas urbanas. As regides mais criticas
correspondem ao Nordeste, seguida pelo Sudeste, com maior ocorréncia entre os herbivoros
(BRASIL, 1995). No Estado de S@o Paulo, as areas criticas que apresentam alta endemicidade,
onde a raiva paralitica ocorre com rvegistrto de focos continuados ou alternados, s#o
representadas pele Vale do Ribeira, Vale do Paraiba e ao longo do Rio Paraitinga. Além destas,
algumas areas esporadicas sdo notificadas nas regides nordeste e central do Estado (TADEI et
al., 1991).

Sem duvida, na América Latina, o principal reservatonio do virus rabico na area rural é o
morcego hematofago (CORREA & CORREA, 1992). Este é o responsavel pelo aparecimento
de surtos em herbivoros com conseqiientes transtornos econdmicos e sanitarios na pecuana,
traduzidos pela perda de grande nimero de animais (DELPRIETO & KONOLSAISEN, 1991).
Para a preveng@o destes casos, a WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO, 1992)
recomenda a vacinag@o focal de bovinos, sendo que a vacinagdo em massa ¢ indicada na
dependéncia de fatores econfmicos ou de Saude Publica, de acordo com a politica sanitaria
vigente no local.

Com relagdo a estrutura do virus rabico, este possui um genoma RNA de fita simples,
negativa, pertencente a familia Rhabdoviridae, do gé€nero Lyssavirus. Apresenta simetria
helicoidal, dispondo-se seu acido nucleico no mterior do envelope (TORDO, 1996, CORREA &
CORREA, 1992). A particula viral tem um didmetro de 75 nm e um comprimento de 100-300
nm, sendo que variagSes no comprimento podem ser observadas entre as diferentes estirpes do
virus rabico. Como constituintes bioquimicos da sua estrutura sdo reconhecidas cinco proteinas,
designadas L, G, N, M; e M,. As proteinas L. (RNA polimerase RNA-dependente), M; e N

estio associadas ao nucleocapsidec que, juntamente com o RNA formam o complexo



ribonucleocapsideo. Ja a glicoproteina G ¢ transmembranaria e ¢ o principal componente das
espiculas virais. A glicoproteina ¢ o Gnico antigeno capaz de induzir a produgdo de anticorpos
neutralizantes, estando associada com a interagio do virus as superficies celulares (KAPLAN,
TURNER, WARREL, 1986, TORDO, 1996). Entretanto, o receptor especifico do virus rabico
ndo esta devidamente caracterizado e parece ser complexo e variar dependendo do tipo celular
envolvido. Ha trabalhos que sugerem, para células musculares e neuronais, que o receptor para
o virus rabico seria, respectivamente, a acetilcolina e os acidos sialicos dos gangliosideos
(TORDO, 1996).

Os virus que causam encefalite rabica foram originalmente classificados em quatro
sorotipos com base em suas relagbes sorologicas e antigénicas. Porém, estudos genéticos tém
confirmado e ampliado esta classificagdo, existindo atualmente seis genotipos. O genotipo 1 €
constituido pelos virus rabicos classicos, como as estirpes vacinais e as de “‘rua”(estirpes
selvagens isolados de animais ou do homem infectados). Os demais genotipos sio constituidos
pelos denominados “virus relacionades & raiva”. Assim, ha o genotipo 2 ou “Lagos Bat”,
genotipo 3 ou “Mokola”, genotipo 4 ou “Duvenhage”, genotipo 5 ou “EBL 1” (European Bat
Lyssaviruses 1), genotipo 6 ou “EBL 2" (European Bat Lyssaviruses 2) (BOURHY, KISSIL,
TORDO, 1993). Entretanto, um novo lyssavirus isolado de morcegos na Australia (Australian
Bat Lyssavirus, ABLV) foi recentemente caracterizado e através dos estudos da seqiiéncia de
genes da proteina N revelou-se que este representa um novo genotipo, o genotipo 7, estando
estruturalmente, sorologicamente e geneticamente relacionado aos virus rabicos classicos
{GOULD ef al., 1998).

E interessante ressaltar que os virus Mokola, seguido pelos Lagos Bat, sio os mais
distantes filogeneticamente dos virus rébicos cldssicos e vacinais, pertencentes ao genotipo 1
(BOURHY, KISSI, TORDO, 1993, GOULD ef al., 1998), podendo-se traduzir esta diferenca
em deficiéncia na resposta imunolégica a estes virus apds imunizagio com as estirpes vacinais, o
que foi anteriormente demonstrado por DIETZSCHOLD ef al. {1987 a), com relagdio ao virus
Mokola, apos imunizagio com as vacinas constituidas por ERA, PM ou Duvenhage em
camundongos e coelhos.

As estirpes utilizadas como semente na producio de vacinas ainda sfo as derivadas de

isolados adquiridos ha 50 a 100 anos, sendo a maioria obtida do original de Louis Pasteur de



1882, como PAS (Louis Pasteur Virus), PV (Pasteur Virus), PM (Pitman-Moore) e CV5S
(Challenge Virus Standard), com alteragdes no namero de passagens e especies animais
utilizadas (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1984). Estudos de epidemiologia
molecular do virus rabico de “rua”, na Europa, através da amplificagio e analise do
seqiienciamento dos genes, mostraram uma marcada divergéncia com as amostras vacinais,
apesar de pertencerem aoc mesmo genotipo 1, o que poderia explicar fathas de protegdo pos-
vacinais observadas em muitos paises, tanto no homem como nos animais. Em alguns paises da
Europa e Africa do Sul, onde ocorrem os outros genotipos, estas falhas também podem ser em
decorréncia de infecgdo por estes genotipos onde a prote¢do conferida pelas vacinas contituidas
pelo virus rabico classice é incerta (SACRAMENTO et al., 1992).

Apés o processo de infecgdo, verifica-se que a resposta imune eficaz frente ao virus
rébico em animais e no homem é rara, sendo geralmente detectada apenas no ciclo final da
doenca. Normalmente, a dose infectante do virus rabico é insuficiente para induzir uma resposta
imune, sendo que a amplificagio subseqiiente deste nas células musculares pode ser adequada
para infectar os nervos terminais, mas néo o suficiente para ser imunogénica. Além disso, a
disseminagio e replicagdo do virus no tecido nervoso permite que este agente escape € se
refugic das células efetoras do sistema imune do hospedeiro (TURNER, 1985)
Consegiientemente, a recuperagao da raiva ¢ extremamente rara no homem e demais espécies
susceptiveis, embora infecgio e recuperagdo sejam algumas vezes descritas em espécies
selvagens e ocasionalmente, em cies (TURNER, 1985), macacos, cobaias, camundongos e até
no homem (SMITH, 1981). Os aspectos da resposta imune envolvidos na recuperacio ainda
ndo foram determinados, embora se saiba que sdo dependentes da resposta humoral, uma vez
que nestes casos, titulos altos de anticorpos sao observados {(SMITH, 1981, DELLEPIANE &
DiAZ, 1986).

Tem sido demonstrado, em experimentos “in vitro”, que o interferon y (IF v) inibe a
replicagdo do virus rabico. E produzido por células T e ¢ induzido “in vivo” tanto por cepas de
rua quanto fixas, estando presente mais abundantemente, imediatamente antes da morte, no
tecido cerebral de animais experimentalmente infectados (KING & TURNER, 1993). SMITH
(1981) verificou que titulos de IF corresponderam a titulos virais no cérebro, contribuindo para

a sobrevivéncia do animal apds a infecgfio rabica. Além disso, a habilidade do IF de aumentar a



atividade citotoxica de linfocitos podera ser benéfica para o hospedeiro contribuindo para a
eliminagdo do virus do sistema nervoso central, apesar deste poder surgir, para protecio,
tardiamente na doenga (KING & TURNER, 1993).

Ja, apOs a imunizagdo, o antigeno vacinal ¢ captado pelas células apresentadoras,
representadas principalmente pelos macrofagos, as quais vdo apresenta-lo aos linfocitos “ T
helpers - Th ™ em associacio ao Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe 11
(CMH-Classe II}. As células apresentadoras secretario mediadores como interleucina-I (IL-1),
necessarias a ativagio de células Th as quais irfio liberar citocinas que agiro sobre os linfocitos
B permitindo-se a expansio clonal e diferenciagio destes em plasmdcitos com conseqiiente
sintese de anticorpos capazes de neutralizar o virus. Também ocorrera a liberacdo de diferentes
citocinas (IL-2, IF v) que ativardo diferentes células importantes para a eliminacio do virus das
células infectadas (células T citotoxicas, “ natural killers - NK”, macréfagos, etc.) (PARSLOW,
1997a).

Vacinas produzidas por diferentes indastrias variam em sua habilidade de induzir IF. A
producdo de interferon € induzida em vacinas produzidas em cultura de células. Vacinas
administradas 24 horas depois do desafio, podem estimular a produgio de IF e protecio nos
animais experimentais. Ja, as vacinas mais antigas, produzidas em tecido cerebral, ndo induzem a
sua produgdo, sendo que apds doses repetidas da vacina, os niveis de IF declinam.

A fungio dos linfécitos € notadamente a de cooperar com a produgdio dos anticorpos
contra o virus rabico e de secretar citocinas {por exemplo, interleucina-2) capazes de ativar
outras células do sistema imune (PARSLOW, 1997a). Portanto, ambos os componentes da
resposta imune humoral e celular sdo vitais para a sobrevivéncia dos animais imunizados
(SMITH, 1981).

Anticorpos neutralizantes, ativamente induzidos pela vacina, tém sido importante meio
de prote¢@o pos-exposicdo do homem. Acredita-se que os anticorpos dirijam-se a superficie
glicoproteica do virus rabico, neutralizando-o, além de provocar possivel lise direta das
particulas virais via complemento (MORGEAUX, 1992).

Com relacio s classes de imunogiobulinas (Ig) produzidas em resposta 4 vacinacio
anti-rébica, a transi¢io entre a resposta primaria, onde a concentracio de IgM ¢ superior a da

classe IgG, para a resposta secundéria com concentragdes mais elevadas de IgG, dependem da



pureza e qualidade do antigeno. Isto porque um antigeno purificado e imunogénico ¢ capaz de
possuir epitopos que poderdo interagir com os macrofagos ¢ os linfocitos T CD4, induzindo a
produgio de interleucinas (IL-10) capazes de estimular os linfécitos B a se transformarem em
plasmécitos, produzindo altos niveis de IgG. Portanto, € importante o preparo adequado da
vacina preservando-se os antigenos para substituir estimulagio antigénica repetida pois a
producio prolongada de IgM n@o € vantajosa, por apresentar atividade restrita & circulagfo.
Vacinas anti-rabicas produzidas em cultura de células ndio prolongam a sintese de IgM. A
persisténcia de anticorpos detectaveis depende da qualidade e quantidade do antigeno
administrado (TURNER, 1985, PARSLOW, 1997b).

Por conseguinte, uma vacina ideal para a imunizagio de animais devera ser segura,
potente, facil de administrar e econdmica (ABESELTH, 1975, SOULEBOT, 1982).

Com relagio & duracio da imunidade, varios pesquisadores ao realizarem estudos com
diferentes tipos de vacinas em bovinos verificaram que imundgenos preparados a partir de virus
vivo atenuado tipo ERA (Evelyn Rokitniki Abelseth) (WHO, 1992), foram os mais eficientes
proporcionando um maior numero de animais com titulos elevados de anticorpos neutralizantes
e por periodos mais prolongados. Com a vacina de virus fixo inativado obtido em cérebro de
camundongo lactente e utilizado uma solugio de hidréxido de aluminio como adjuvante foi
observado comportamento semelhante ao da vacina ERA, apesar de apresentar titulo inferior.
Estes dois tipos de vacinas proporcionaram protegio por mais de 100 dias ap0s a vacinagéo (a
vacina ERA até 365 dias apds a imunizagdo) (ATANASIU et al, 1968, DREESEN,
EUBANKS, BEHYMER, 1970, ABESELTH, 1975).

Uma vacina inativada pode ser tio efetiva quanto as produzidas com virus vivo
modificado, desde que se atendam certos requisitos de poténcia. LARGHI ef al. (1979)
observaram este fato ao estudarem a dura¢do da imunidade da vacina produzida com virus PV
(Pasteur Virus), em células BHK (Baby Hamster Kidney) e inativada com etilenoimina.
Verificaram que a imunidade em cles era observada até 3 anos depois da vacinagdo. A vacina
empregada neste estudo apresentou valor antigénico vinte vezes superior ao requisito minimo da
vacina de referéncia empregada para a prova de N.LH. (National Institutes of Health) .

Com relagdo ao refor¢o vacinal, DIAZ & LOMBARDO (1981), ao realizarem estudos

com bezerros imunizados com vacina anti-rabica preparada em cérebro de camundongo lactente
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adicionada com hidréxido de aluminio, concluiram que o refor¢o nfo era necessario até um ano
apos a imunizacdo priméria, visto que todos sobreviveram a um desafio realizado um ano apds a
vacinagfio. Além disso, um refor¢o com a vacina tipo ERA ou com a obtida em cérebros de
camundongos lactentes aos 15 dias ou aos 30 dias pds vacinagdo inicial, ndo se justifica visto
que ndo eleva o titulo de anticorpos neutralizantes. Estes, apds atingirem as maiores
concentragdes, declinam rapidamente. (ATANASIU er al 1968, DREESEN, EUBANKS,
BEHYMER, 1970).

A respeito da hipotese de persisténcia da imunidade apos a vacinagio prejudicar a
resposta imunolégica decorrente de um reforgo vacinal, ITO ef al. (1991) constataram que niio
houve efeito do consumo do antigeno e a conseqilente diminui¢do nos titulos de anticorpos
imediatamente apds a revacinacio.

As vacinas anti-rabicas que tém sido utilizadas para a imunizagdo dos herbivoros podem
ser aquelas constituidas por virus vivo atenuado ou inativado (HUBBARD et al, 1969). O
mecanismo de imunizacdo com vacinas de virus vivo ¢ baseado na replicagiio do virus rabico
nos tecidos do animal vacinado aumentando a concentragdo antigénica, conferindo resposta
imune superior as vacinas de virus inativado (ABESELTH, 1975).

Atualmente, existem dois tipos de vacinas para uso em animais domésticos: as
produzidas em tecido cerebral (vacinas de primeira geragio) e as produzidas em cultura celular
(vacinas de segunda geracfio), sendo que significante avanco tem sido obtido no
desenvolvimento de vacinas anti-rabicas recombinantes visando principalmente a imunizagio por
via oral de espécies selvagens, como raposas e lobos (WHO, 1992, DELLEPIANE & DIAZ,
1987). A respeito destas Ultimas, os antigenos capazes de induzir imunidade contra infecgio
rabica letal (glicoproteina e nucleoproteina) tém sido expressados em uma variedade de virus
capazes de se recombinarem com genes rabicos os quais sd0 responséaveis pela produgio de tais
proteinas, atuando assim, como vetores. A exemplo, tém side utilizados os orthopoxvirus
(FUMI et al., 1994, MARTINI et al., 1993, TAYLOR e al., 1995), baculovirus (FU ef al.,
1991}, adenovirus (WHO, 1992} e herpesvirus (XUAN ef a/, 1998).

As vacinas produzidas em tecido cerebral s3o inativadas e podem ser preparadas a partir

de cérebros de camundongos recém nascidos ou de cameiros {Formidogel). Sfo utilizadas



11

principalmente na América Latina, no Caribe e na Africa do Norte em programas de controle da
raiva canina (WHO, 1992).

A vacina inativada, produzida em cérebros de camundongos lactentes (CCL), foi
desenvolvida na América do Sul em 1955, por Fuenzalida & Palacios que utilizaram animais
com 3 a 6 dias de idade, objetivando replicagdo viral e sua colheita antes do aparecimento da
mielina (FUENZALIDA & PALACIOS, 1955). Esta vacina correspohde a uma suspensdo a 1%
de cérebro de camundongo lactente infectado com 3 estirpes de virus rabico fixos: CVS, 51 e
91. A primeira é uma estirpe adaptada ao laboratorio, descendente da cepa original de Pasteur e
as outras s3o de origem canina e humana, respectivamente. S3o inativadas pela luz ultravioleta a
qual altera o acido ribonucleico viral, seguido de tratamento com fenol 1:1000 e timerosal
1:10000 (INPPAZ, 1994, DELLEPIANE & DIAZ, 1987).

Com a finalidade de se conhecer a contribuicdo das estirpes CVS, 51 e 91 na
imunogenicidade da vacina CCL e verificar se algumas dessas poderiam ser eliminadas da
composigdo da vacina, DIAZ, DELLEPIANE, PALOMO (1989) compararam a capacidade
imunogénica da CCL trivalente original com a das vacinas experimentais bivalentes (CVS-51,
CVS-91, 51-91) e monovalentes (CVS, 51, 91). Realizando provas de poténcia cruzada, de
imunidade cruzada e sorologicas constataram que a vacina trivalente era a mais eficaz para a
indugio de resposta protetora as infecgSes por virus rabico e para estimular a rapida resposta de
titulos elevados de anticorpos neutralizantes.

Atualmente, o método de produciio original desta vacina j4 foi modificado, sendo
recomendado pela WHO (1992) o uso de camundongos de 1 dia de idade pois foram isoladas
pequenas quantidades de mielina do tecido nervoso de camundongos com 9 dias de idade.
Apesar disso, deve-se ainda manter a recomendacio da OMS, de 1984, ou seja, centrifugar a
suspensdo cerebral a 17000 g por 10 minutos para reduzir ainda mais & guantidade de mielina
contida sem comprometer a capacidade imunogénica da vacina. (OMS, 1984, WHO, 1992,
DELLEPIANE & DIAZ, 1987).

No Brasil, a vacina tipo Fuenzalida & Palacios € produzida com apenas uma estirpe
(CVS ou PV) obtendo-se 2% de concentragfio de tecido nervoso (sendo a dose de 2 cc} a qual
tem provocado alguns acidentes pos-vacinais. O tecido cerebral presente na vacina tambem

induz o aparecimento de pequenas particulas responsaveis por obstrugdo da agulha no momento
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da moculacdo (GALLINA ez al , 1995). Com a finalidade de se reduzir a concentragiio de tecido
cerebral, GALLINA er al. (1995) sugeriram que durante o processo de produgio vacinal, apés a
sua diluig8o final, a vacina seja também filtrada. Este procedimento reduz o teor de nitrogénio
proteico do produto final sem alterar a poténcia da vacina, tornando-a mais indcua e com menor
quantidade de particulas.

A vacina tipo Fuenzalida tem a vantagem de conferir longa imunidade, de apresentar
inocuidade em animais experimentais € na rotina de vacinagdo e ser eficiente na tecnologia de
produgdo. E uma das vacinas mais imunogénicas e seguras e tem permitido o controle da raiva
nos paises sul-americanos que a tém utilizado sistematicamente em programas bem delineados e
executados. E a unica vacina anti-rdbica para uso humano, que se produz na América Latina
(DELLEPIANE & DIAZ, 1987).

Porém, se forem realizadas inoculages multiplas ainda podem ocorrer, embora
raramente, reagdes neuroalérgicas principalmente no homem (BLANCOU, 1986, DIAZ, 1996).

Levando-se em consideragdo que o risco de reagbes pds-vacinais aumenia com o
numero de doses administradas, LARGHI, DIAZ, ARROSI (1985) sugeriram reduzir de 10 para
6 doses o esquema de vacinaglo pds-exposicdo de humanos, visto que nio houve diferenca
significante nas respostas sorologicas de 2 grupos de pessoas que receberam vacina CRL com
esquemas diferentes de vacinagdo (6 e 10 doses).

Ja, a produgdo de vacinas em cultura celular exerce algumas vantagens sobre aquelas
produzidas em tecido cerebral, como pureza, seguranga e a possibilidade de se obter ricas
preparag8es em uma escala industrial.

O produto final € totalmente livre de substincias teciduais, contendo 40 a 500 vezes
menos proteinas estranhas, o que favorece o possivel uso de adjuvantes e suprime o risco de
reaclo devido 4 presenca de tecido nervoso sendo, portanto, mais seguro. Além disso, o virus
pode ser filtrado atraves de membranas, tornando a inativag@o mais facil devido 3 eliminaciio de
agregados. Também, ha a facilidade de se avaliar a auséncia de contaminantes (SOULEBOT ef
al., 1982). As vacinas produzidas em cultura celular s3o constituidas por virus inativado ou
atenuado.

As vacinas inativadas preparadas em cultura celular conferem boa imunidade, sdo

inbcuas e se maniém estiveis a temperaturas ambientes. Exigem porém tecnologia mais



avancada para sua produgdo, sendo que vacinas com estas caracteristicas e associadas com
adjuvantes tém a vantagem representada pela indugdo de imunidade semelhante a induzida para
vacinas atenuadas (BLANCOU, 1986). Também sdo faceis de serem associadas com outras
vacinas (SOULEBOT ef a/., 1982).

Muitos sistemas de cultura celular tém sido utilizados para a produgdo de vacinas
inativadas, principalmente a cultura em células BHK (CORTES et al., 1993). Varias estirpes de
virus rabico fixo tém sido utilizadas, sendo que a maioria € derivada da amostra original do
Virus Pasteur de Paris (PAS) (SACRAMENTOQ, 1992).

Vacinas inativadas conferem protegio semelhante, ou até mais elevada, gquando
comparadas com as atenuadas (LARGHI ef al., 1979, SOULEBOT ef al., 1982). SOULEBOT
et al. (1982) verificaram que vacinas inativadas produzidas em células NIL-2 (embndo de
hamster) conferiram prote¢3o em cies, gatos, eqiiinos, bovinos € ovinos ao desafio com varias
estirpes de virus rabico trés anos apos uma inica vacinagio.

Embora as vacinas com virus vivo atenuado produzidas em cultura celular, tenham a
caracteristica de induzirem imunidade humoral e celular (PARSLOW, 1997 b), ha o nisco
eventual de reversio da patogenicidade do virus, ocasionando doenga ao invés de
imunoprotegdo. Além disso a estirpe rabica ndo se mantém atepuada na temperatura ambiente e
a vacina exige tecnologia avangada para a sua produgdo (BLANCQU, 1986, TIZARD, 1990) e
é dificil de ser associada a outros imundgenos (SOULEBOT er al., 1982).

Quanto a vacina atenuada ERA, esta ¢ preparada com virus adaptados de cultura de
células de rim de suino, sendo grandemente utilizada nos animais de campo. Tem sido utilizada
com sucesso nos bovinos, ovinos, caprinos, caninos e eqilideos, sendo recomendado na dose de
2 ml (ATANASIU ez al., 1968).

Com relagfio aos animais silvestres, o uso de vacinas vivas ndo € recomendado (WHO,
1992).

A vacinagio dos individuos jovens requer atengio especial pelo fato destes poderem
carrear anticorpos maternos capazes de inibir a resposta imunologica frente a uma vacina
(TIZARD, 1985). Estes devem ser vacinados apenas a partir de quatro a seis meses de idade se

a mie tiver sido imunizada {ABESELTH, 1975).
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Para a selegdio de uma vacina anti-rabica para uso em animais, primeiramente deve ser
considerado que todas as partidas de vacinas que tenham sido aprovadas nas provas
recomendadas de poténeia, pureza e inocuidade, e que tenham sido distribuidas, conservadas e
administradas de acordo com as instrugSes podem induzir a imunidade adequada na especie
animal correspondente (OMS, 1984).

A vacina ideal para imunizacio deve, portanto, ser isenta de efeitos colaterais, ser pouco
dispendiosa, estavel e adaptavel a vacinagdo em massa. Infelizmente, dois dos requisitos de uma
vacina ideal, alta imunogenicidade e auséncia de efeitos adversos, tendem a ser mutuamente
incompativeis.

As vacinas atenuadas estimulam melhor a resposta imunitaria, sendo mais capazes de
induzir imunidade mediada por células € a produgdo de interferon do que as inativadas. Porém,
podem apresentar riscos de viruléncia residual a qual pode ocorrer ndo somente para a espécie
especifica, mas também para outras espécies. E possivel sua reversio para um tipo totalmente
virulento ou dissemina¢io em animais nio vacinados. Ha também o risco de contaminagio com
microrganismos indesejados e exigem cuidados na preparacio, armazenagem e manuseio para
evitar a morte das cepas vacinais (TIZARD, 1985).

Ja, as vacinas inativadas sdo imundgenos menos potentes que as atenuadas, mas sdo
muito mais seguras ¢ também ha a facilidade de armazenagem. Porém, o uso de adjuvantes para
aumentar a imunogenicidade pode provocar severas reagdes locais, enquanto as doses multiplas
ou as doses individuais elevadas de antigenos aumentam os riscos de provocar reaches de
hipersensibilidade, bem como interferir nos custos (TIZARD, 1985).

Ao selecionar uma vacina para ser utilizada em um programa de vacinagio em massa,
deve-se considerar a duragdo da imunidade e seguranca que esta confere. Além disso, deve ser
adequadamente administrada para promover a protegdo desejada. (WHO, 1992). A WHO
(1992) recomenda o uso de vacina anti-rabica inativada. O manejo no campo é mais facil que da
vacina atenuada, visto que € menos sensivel a mudangas na temperatura. Adicionalmente,
acidentes de inoculagdo nfio representam qualquer risco para o vacinador.

Além disso, a substituicio de vacinas preparadas em tecido cerebral por vacinas
produzidas em cultura celular € recomendado pela WHO (1992), sendo ndo aconselhade o uso

de vacinas atenuadas até que a seguranga e eficacia tenham sido bem determinadas. O uso de



vacinas atenuadas pode ser justificado em 4reas onde a raiva é endémica e, uma vez controlada a
doenga, deve-se preferir a imunizacio com vacinas inativadas (OMS, 1984). Maior freqiiéncia
no uso de vacinas inativadas para a imumzagdo dos animais tende a ser estimulado em
decorréncia de recentes avangos nas técnicas de sua produgio (WHO, 1992).

Adicionalmente, nfio se pode deixar de considerar a influéncia do mercado na produgido
de uma vacina, sendo que além do controle de qualidade e bioseguranga, ainda restam as
questSes de “marketing”. Uma vacina com consideravel potencial pode ndo ser a ideal para ser
comercializada, importante a analise da praticabilidade do produto, como a verificagdo do valor
econdmico da espécie alvo, o nimero de animais que serdo imunizados, o tipo de produto (dose
{inica ou multipla). Além disso, certos paises, por proibirem a importagdo de amostras estranhas,
optam em ndo registrarem vacinas atenuadas. Isto requer que a vacina seja produzida no pais
interessado ou o desenvolvimento de uma vacina inativada pelo pais exportador (SCHETTERS,
1995).

Considerando-se a vacinagio como uma das principais medidas de controle da raiva,
muitos estudos no sentido de se verificar o poder imunogénico das vacinas t€m sido realizados,
tanto no campo, como em laboratério. Isto demonstra a constante preocupagdo de diversos
autores na avaliagdo da eficacia das vacinas recomendadas nos animais. Vacinas ineficazes ou
com baixa concentracio antigénica poderdo levar ao comprometimento de todo um programa
de controle.

Estudos realizados por CORDEIRO ef al. (1990) em camundongos demonstraram que a
vacina tipo virus vivo atenuado, amostra ERA, protegeu os animais ao longo de 120 dias apos a
imunizacio e foi eficaz conira todas as variantes de rua e silvaticas do virus rabico,
independentemente do esquema vacinal (1 ou 6 doses). ERBOLATO er al.(1989) também
obtiveram resultados semelhantes, verificando protecio de 100% nos camundongos vacinados
com este tipo de vacina.

Com relacio as vacinas inativadas, também foram realizados diversos trabalhos para se
verificar a eficacia, como os desenvolvidos por GERMANO ef al. (1990a, 1990b), PRETO et
al. (1991) e CORTES ez al. (1993).

Além do exposto, ndo se pode omitir que contaminantes microbianos e/ou substancias

estranhas como proteinas, antibidticos, etc. presentes na vacina, podem ser tdo prejudiciais
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quanto a auséncia de imunogenicidade, podendo levar a falhas de imunizagdo efou predispor os
vacinados & infecgbes poOs-vacinais ou a reacdes indesejaveis (CALDAS, 1961, ADEYEMI,
IKHELOA, OGUNDIPE, 1993).

Enfatizando a importincia e necessidade de se realizar um controle de qualidade
padronizado de todas as partidas de vacinas anti-rabicas produzidas, foram identificados, em
1990 na Nigéria, 4 microrganismos (Penicillium, Rhizopus, Cryptococcus e FPseudomonas)
como contaminantes de vacinas do tipo Flury LEP (baixa passagem em ovo embrionado)
(ADEYEMI, IKHELOA, OGUNDIPE, 1993).

Outros agentes exdgenos contaminantes, como os parvovirus, foram detectados em
vacinas com virus vivo atenuados produzidas em cultura celular. Provavelmente, estes virus
sejam contaminantes da tripsina ou de soros de mamiferos utilizados na produciico da vacina.
Como séo virus pequenos e muito resistentes a inativagio térmica, sobrevivem em medidas
capazes de eliminar outros contaminantes menos resistentes (OMS, 1984).

E importante salientar a ocorréncia de casos de raiva em animais com historico de
vacinagdo. Como exemplo, pode-se citar o aparecimento desta doenca em 21 eqiiinos dentre os
quais, 05 haviam sido imunizados entre 4 a 24 meses antes do inicio dos sinais clinicos, o que
demonstra a importancia da utilizagdo de vacinas de qualidade comprovada (GREEN er
al.,1992). Porém, ndo se deve esquecer que as causas de falhas na vacinaco sdo varias e todas
devem ser consideradas de importdncia equivalente aquelas inerentes & vacina (CALDAS,
1961). Atualmente, como ja referido anteriormente, tem-se atribuido a ocorréncia destas falhas
pos-vacinais a possibilidade de existéncia de estirpes de virus rabico antigenicamente diferentes,
o que levou muitos pesquisadores a realizarem estudos sobre a eficicia de vacinas frente a varias
estirpes de virus rébico, assim como de virus relacionados 4 raiva. A confirmagdo da existéncia
de estirpes antigenicamente diferentes s6 foi possivel apds o advento da técnica de anticorpos
monoclonais (OKOH, 1988, ERBOLATO et al., 1989, CORDEIRQ ef al., 1990, GERMANQO
et al., 1990a, 1990b) e, atualmente, através da combinacdo da “polymerase chain reaction”
(PCR) com a analise da seqiiéncia de genes os estudos epidemiolégicos e a avaliacdo da
evolugdo do género Lyssavirus tém sido ampliados, contribuindo significativamente nos

programas de controle da raiva, permitindo-se, no futuro, o desenvolvimento de vacinas com
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estirpes cada vez mais relacionadas antigenicamente com a estrutura do virus rabico persistente
em determinada regido (DAVIS, CASEY, WANDELER, 1994).
Enfatizando-se a importincia do conhecimento sobre as vacinas anti-rabicas existentes

em um determinado pais € de sua eficacia, a literatura ¢ carente de trabalhos que envolvam uma
analise conjunta e geral das vacinas utilizadas mais freqiientemente no mercado nacional.

A avaliag3o da eficacia de uma vacina anti-rabica é conduzida com base nos testes de
inocuidade, esterilidade e poténcia. O teste de inocuidade nas vacinas inativadas abrange as
provas de virus residual e de toxicidade, objetivando-se avaliar, respectivamente, a auséncia de
virus ativo na vacina e de se detectar agentes estranhos que possam causar efeitos indesejaveis
a0 usuario. Nas vacinas atenuadas € realizado apenas o teste de toxicidade. Ja, no teste de
esterilidade objetiva-se isolar eventuais bactérias aerdbias, anaerdbias, microaerodfilas e fungos.
E o teste de poténcia € realizado para se verificar a capacidade imunogénica das vacinas
(HABEL, 1976, NETTER & PERKINS, 1976, CODE OF FEDERAL REGULATIONS,
1993). Adicionalmente, a literatura consultada € carente de trabalhos voltados para avaliagio da
eficacia das vacinas anti-rabicas segundo as espécies animais a que se destinam.

No Brasil, a avaliagdo da eficicia de todas as partidas de vacinas anti-rabicas produzidas
no Brasil, bem como das importadas € realizada no Laboratorio de Referéncia Amimal do
Ministério da Agricultura e Abastecimento/Brasil (ILARA/Campinas). No periodo compreendido

entre 1988 e 1996, foram analisadas quantidades de vacinas como ilustrado na tabela abaixo.

TABELA 1 - VOLUME DE VACINAS ANTLRABICAS AVALIADAS NO LARA, DE 1988 A
1996, SEGUNDO O TIPO E NUMERQ DE DOSES, CAMPINAS - 1999

Namero de doses

Tipo de vacina  Analisadas Aprovadas Reprovadas

Atenuada 54.361.684 50.132.412 (92,2 %) 4229272 (7,8 %)
Inativada 266.599.714 253.108.151 (94,9 %) 13.491.563 (5.1 %)

Total 320.961.398 303.240.563 (94,5%) 17.720.835 (5,5 %)
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Estes dados revelam que o percentual de reprovacio da vacina atenuada foi
significativamente superior a0 da vacina inativada ao nivel de rejeicfio de 5%. Além disso, 5,5
% do total de doses analisadas, de 1988 a 1996, foram desprezados, ou seja, ndo foram
comercializadas 17.720.835 doses de vacinas anti-rabicas.

Portanto, norteados pelos problemas acima citados, avaliou-se neste trabalho, de forma
concreta e detalhada lotes de diferentes tipos de vacinas anti-rabicas destinadas ao uso animal,
no Brasil no periodo de 1988 a 1996. Com isso, objetiva-se utilizar os dados obtidos na
melhoria da qualidade destas vacinas e conseqiientemente, da profilaxia desta importante

Z00nose.
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2. OBJETIVOS

2.1. Pesquisar a eficacia das vacinas anti-rabicas destinadas ac uso animal e produzidas entre
1988 a 1996,

2.2, Avaliar a evolugio da eficacia de vacinas anti-rabicas inativadas segundo a origem
(nacional e importada) e espécies animais para as quais se destinam;

2.3. Avaliar a evolugio da eficécia de vacinas anti-rébicas atenuadas nacionais e as espécies
animais para as quais se destinam,

2.4, Estudo da relagdio entre os resultados da prova de imunogenicidade {(Koprowski) e de
antigenicidade (titulagio de vacinas em camundongos) conferidos pelas vacinas atenuadas;

2.5. ldentificar as mais freqiientes causas das reprovagdes.



3. MATERIAL E METODOS :

3.1. MATERIAL:

3.1.1. AMOSTRAS DE VACINAS:

20

No periodo de 1988 a 1996, foram avaliadas 2.442 partidas de vacinas anti-rabicas

destinadas ao uso animal, sendo 1.551 inativadas e 891 atenuadas, pertencentes a 15 diferentes

laboratérios. Dentre as primeiras, 1441 foram de producdo nacional . A distribuicio de

fregiiéncia de vacinas examinadas segundo a sua origem encontra-se na tabela abaixo:

TABELA 2 - NUMERO DE PARTIDAS DE VACINAS ANTI-RABICAS DE USO ANIMAL

EXAMINADAS SEGUNDO O TIPO

CAMPINAS - 1999

DE VACINA, ORIGEM E ANGQ,

VACINA  INATIVADA VACINA
ATENUADA
TOTAL
ANG | NACIONAL | IMPORTADA | TOTAL | NACIONAL
1988 200 0 200 106 306
1989 196 0 196 48 244
1990 187 0 187 77 264
1991 204 1 205 91 296
1992 225 i8 243 149 392
1993 154 10 164 124 288
1994 168 3] 199 140 339
1995 32 5 37 15 52
1996 75 45 120 141 261
TOTAL  144] 110 1551 891 2442

As vacinas mativadas examinadas foram de 2 tipos: as que utilizavam como substrato

biologico cérebros de camundongos lactentes (tipo Fuenzalida) infectados com virus

padronizade de desafio (CVS) e as que eram produzidas em linhagens celulares, com os

substratos infectados pelo virus Pasteur (PV), ERA e Flury LEP. Nestas vacinas, eram

utilizados como inativantes a betapropiolactona, o bromoetilenoimina e a bromoetilenoamina.

Os adjuvantes, quando utilizados, eram o hidroxido de aluminio, a saponina e a avridine. As

*! No periodo de 1993 a 1996 as avaliagBes das vacinas foram realizadas no LARA por nos.
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vacinas eram apresentadas sob forma liquida ou liofilizada.

Ja, as vacinas anti-rébicas com virus vive atenuado foram preparadas em linhagens
celulares originarias de rim de suino, infectadas com as estirpes de virus rabico ERA ou SAD e
apresentadas apenas sob a forma liofilizada.

Eram recebidas no LARA/Campinas apenas as vacinas que estavam em condigdes
apropriadas para a realizagdo dos testes, ou seja, deviam apresentar temperatura adequada,

estarem lacrados cada lote a ser testado e com os devidos protocolos da indastria produtora.

3.1.2. ANIMAIS:
Foram utilizados diferentes lotes de camundongos albinos suigos e de cobaias oriundos

do Biotério do LARA/Campinas nos testes de poténcia e inocuidade realizados para se avaliar a

eficacia das vacinas anti-rabicas.

3.1.3. VIRUS:

Foram utilizadas duas cepas distintas de virus rabico em suspensiio a 20% em cérebros
de camundongos cedidas pelo INPPAZ (Instituto Panamericano de Protecio de Alimentos e
Zoonoses), antigo CEPANZG (Centro Panamericano de Zoonoses), a saber:
- estirpe DR-19 (“Desmodus rotundus™) adaptada as condigdes de laboratorio, isolada a partir
de morcego, mantida no LARA liofilizada e armazenada a -70 °C, sendo submetida a duas
passagens sucessivas em camundongos, via IC. A partir da segunda passagem, a estirpe DR-19
era mantida por passagens sucessivas por via IC em camundongos, geralmente uma ou duas, e
utilizada nas provas de controle de poténcia de Koprowski.
- estirpe CVS ( “Challenge Virus Standard”). Mantida no LLARA amostra viral hofilizada
armazenada a -70 °C, sendo submetida a duas passagens sucessivas em camundongos, via IC. A
partir da segunda passagem, a estirpe CVS era mantida por passagens sucessivas por via 1C em

camundongos, geralmente uma ou duas, e utilizada nas provas de controle de poténcia de Habel.

3.1.4. DILUENTES:
O diluente empregado para o preparo das suspensdes cerebrais, bem como na dilui¢do

dos virus e vacinas atenuadas, foi constituido de uma solugdo de agua destilada estérid,
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adicionada de 2% de soro eqiiino normal, previamente inativado a 56°C por 30 minutos,
esterilizado por filtracdo e isento de anticorpos anti-rabicos, acrescido de 0,1 ml de uma
solugdo de antibidticos contendo 200.000 Ul de penicilina e 200 mg. de estreptomicina por
rililitro.

Ja, o diluente empregado na diluigdo das vacinas inativadas era a solucdo salina

tamponada fosfatada pH 7.6.

3.2. METODOS:

A avaliagio da eficicia das amostras foi realizada pelos testes de Inocuidade,

Esterilidade e Poténcia, segundo técnicas estabelecidas pelo Servigo de Defesa Sanitaria Animal
do MAA (BRASIL, 1988) descritos a seguir:

3.2.1. TESTE DE INOCUIDADE:
3.2.1.1. Vacma Inativada:

A inocuidade das vacinas inativadas foi determinada pelos testes de Virus Residual e

Toxicidade.

3.2.1.1.1. Tesie de Virus Residual:

Segundo técnicas estabelecidas pelo Servico de Defesa Sanitaria Animal do MAA
(BRASIL, 1988), realizou-se a inoculagdo de 0,01 ml da vacina ndo diluida (ND) por via
intracerebral (L.C.) em 16 camundongos lactentes de 4 a 6 dias de idade, divididos em 2 grupos
de 8 e de 0,03 ml,, por via L.C_, da vacina ND em 2 grupos de 10 camundongos de 11 a 14 g de
peso vivo. Foi realizada uma mistura de 3 frascos de vacina por partida. Apos a inoculacio,
observava-se 0s camundongos inoculados durante 21 dias.

Deve-se ressaltar que vacinas com adjuvantes, come o hidroxide de aluminic e avridine,
foram diluidas a 1:10 em agua destilada estéril em decorréncia do aparecimento de hidrocefalia

em camundongos quando inoculados com vacinas ND (ALENCAR, comunicacio pessoal ).

"' ALENCAR, Cldudia. Comunicacio Pessoal (Laboratorio de Referéncia Animal / Recife - Ministério da
Agricultura e Abastecimento).
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Critério de aprovacgio: os animais devem permanecer normais, sem sintomas de raiva.
Nos suspeitos, realizar o diagnostico de confirmagdo de infecclio rabica através da técnica de

imunofluorescéncia direta e da prova bioldgica em camundongos (DEAN, ABELSELTH,
ATANASIU, 1996, KOPROWSKI, 1996).

3.2.1.1.2. Teste de Toxicidade:

Segundo técnicas estabelecidas pelo Servigo de Defesa Sanitaria Animal do MAA
(BRASTL, 1988), esta prova consistiu na inoculagio de camundongos e cobaias. Em
camundongos, inoculava-se 0,5 ml. de vacina (ND), por via intraperitoneal, com uma mistura de
03 frascos por partida, em 10 camundongos de 14-16 g. de peso vivo ¢ também 0,5 ml. de
vacina (ND), via subcutanea, em 05 cobaias com 300-400 g de peso vivo. As cobaias foram
pesadas no inicio da prova ¢ ao término desta, ndo podendo apresentarem perdas de peso.
Observava-se os camundongos durante 14 dias e as cobaias por 21 dias.

Critério de aprovagdo: nenhum &bito observado e/ou nenhuma reagdo local ou sistémica.
Em casos duvidosos, repetir a prova com o dobro do nGmero de frascos utilizados

anteriormente.
3.2.1.2. Vacina Atenuada:
3.2.1.2.1. Teste de Toxicidade;

Segundo técnicas estabelecidas pelo Servigo de Defesa Sanitaria Animal do MAA
(BRASIL, 1988), esta prova consistiu na inoculagio de camundongos e cobaias. Em
camundongos, mmoculava-se 0,5 ml. de vacina (ND), por via subcutinea, com uma mistura de
03 frascos por partida, em 10 camundongos de 14-16 g de peso vivo e também 0,5 ml. de
vacina (ND), via subcutinea, em 05 cobaias com 300-400 g. de peso vivo. As cobaias foram
pesadas no inicio da prova e ao término desta, ndo podendo apresentarem perdas de peso.
Observava-se os camundongos e as cobaias por 21 dias.

Critério de aprovagido: nenhum 6bito observado ¢/ou nenhuma reagéo local ou sistémica.

Em casos duvidosos, repetir a prova com o dobro do nimero de frascos utilizados

anteriormente.
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3.2.2. TESTE DE ESTERILIDADE :

3.2.2.1. Vacinas inativadas e atenuadas:

Segundo tecnicas estabelecidas pelo Servico de Defesa Sanitaria Amimal do MAA
(BRASIL, 1988), semear em meios Caldo Casoy, Caldo Tioglicolato e Agar Sabouraud.
Utilizou-se 4 tubos de cada meio por partida. Inoculou-se 1,0 ml. de vacina de cada partida em
cada tubo, mantendo-se a proporgic de 1:10. Os meios Casoy e Tioglicolato foram incubados
em estufa a 32°C + 1°C e o Agar Sabouraud a 22°C+ 1°C durante 14 dias.

Critério de aprovagio: nfio apresentar crescimento bacteriano e/ou fimgico nos tubos
inoculados. Quando ocorrer crescimento em apenas 1 tubo, a prova deve ser repetida com 8

tubos.

3.2.3. TESTE DE POTENCIA:
3.2.3.1. Vacinas Inativadas:

A poténcia das vacinas inativadas foi testada pelo método de Habel. Este consistiu na
imunizagdo, em 6 dias alternados, de 60 camundongos com 11 a 14 g. de peso vivo com 0,25
ml. da vacina diluida em solugic salina tamponada fosfatada (PBS) pH 7,6 por via
intraperitoneal, e posterior desafio no 14° dia apoés a primeira imunizagdo. Para os testes, as
vacinas preparadas em tecido cerebral foram diluidas de forma a se obter, uma concentragio
final de 0,5% de tecido e as vacinas produzidas em cultura celular foram diluidas a 1:10.

O desafio viral foi realizado com CVS diluido em soro normal de eqiino a 2% nas
dituicses de 107 até 10° com inocuiacdo de 0,03 ml. via 1.C. em 10 camundongos vacinados
por dilui¢io. As diluigdes 107 até 10 foram inoculadas em 50 camundongos nio imunizados
(0,03 ml por via L.C), sendo utilizados 10 camundongos para cada diluigdo. O calculo da DL
50(%) foi feito pelo método de REED & MUENCH ( 1938), sendo a proteciio calculada pela
diferenga entre o logaritmo da DL 50(%) nos camundongos controle (nfo imunizados) e o
logaritmo da DL 50(%) nos camundongos imunizados.

Critério de aprovagdo: induzir resposta protetora a inoculagdo de 10.000 doses letais
50% (DL 50%j) do virus padrio de prova CVS, em camundongos adultos jovens com 11 2 14 g.

de peso vivo.



3.2.3.2. Vacinas Atenuadas:

A eficacia das vacinas atenuadas foi demonstrada através do teste de Koprowski. A
imunizacdo das cobaias consistia na inoculagdio, em 10 cobaias, de 0,25 ml. por animal da vacina
diluida a 1:10 em scro normal de eqiino a 2%, no muisculo gastrocnémio direito. Apos 21 dias,
estes animais e 0 grupo controle eram desafiados frente & inoculagiio de 0,30 ml. da estirpe DR-
19 diluida de tal forma a provocar mortes em, no minimo, 80% das cobaias néo imunizadas.
Observava-se 0s animais por 21 dias e determinava-se o percentual de sobreviventes.

Critério de aprovagio: proteger pelo menos 70% das cobaias previamente imunizadas,
frente 2 inoculacdo da estirpe de virus DR-19, capaz de provocar mortes em, no minimo, 80%
do grupo controle (nfo imunizado).

A estirpe de virus DR-19 foi mantida por passagens sucessivas por via 1C em
camundongos, porém ndo mais do que c¢inco passagens. Para que fosse considerada viavel, esta
estirpe era avaliada, preliminarmente & sua utilizag3o no teste de poténcia, por uma titulagdo que
deveria resultar em um titulo de 10%” 2 10 7/ 0,03 ml. IC em camundongos e por uma titulagdo
em cobaias. Em cobaias, ¢ virus DR-19 era titulado com dilui¢des sucessivas em soro normal de
equino a 2%, de 1:20 até 1:640. Utilizava-se 10 cobaias por diluigdo ¢ inoculava-se, no musculo
gastrocnémio esquerdo destas, 0,3 ml. de cada diluigio. Observava-se os animais por 21 dias e
determinava-se o percentual de mortos. O ftitulo viral era aquele correspondente a diluigdo
anterior a tltima diluicdo que matou 100% das cobaias. Portanto, uma determinada suspensdo
viral a 20% de cérebro de camundongos era sempre diluida de acordo com a determinagio de

seu titulo em cobaias.

3.2.4. TITULACAO DAS VACINAS ATENUADAS:

Também, com relacdo as vacinas atenuadas, foi realizada a titulacdo de todas as partidas
nas dilui¢bes de 107" até 10° com posterior inoculagido de 0,03 ml por via 1.C. em 10
camundongos com 11 a 14 g. de peso vivo por diluigio. Observava-se os camundongos durante
21 dias. O calculo da DL 50% foi realizado pelo método de REED & MUENCH (1938), sendo
que exigiu-se um titulo minimo de 10 > /0,03 ml / via 1.C. para que uma partida fosse

considerada aprovada.



26

3.2.5. ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada através do calculo do limite de conflanga para os
valores dos percentuais das vacinas aprovadas e reprovadas, com posterior comparagdo entre
estes para constatar a existéncia ou ndo de diferengas dos percentuais entre os anos estudados
em um mesmo tipo de vacina ou entre os varios tipos de vacinas analisadas,

Adotou-se como nivel de rejeigio da hipotese de nulidade, alfa igual a 0,05. Para a
construgdo do limite de confianca foi utilizada a seguinte formula (BERQUO, 1961):

p-zo \| p.g $ﬁ$p+za\ p.q = 95 %, onde:
n n

p = percentual de aprovagio
z = 1,96 para oe = 0,05
q=100-p

n=n" partidas analisadas e

9 = percentagem populacional
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4. RESULTADOS

Para fins de analise, as vacinas foram classificadas em “aprovadas” e “reprovadas’.
Segundo a Portaria n” 228 de 1988 (BRASIL, 1988) classifica-se como:
Aprovada:
1) Vacina inativada: quando aprovada nos testes de Inocuidade, Esterilidade e Poténcia.
2) Vacina atenuada: quando aprovada nos testes de Inocuidade, Esterilidade, Poténcia e

Titulacio de Vacina.

Reprovada:

Quando for reprovada em pelo menos 1 teste.

4.1. Resultado global de aprovacio:

Para apresentagio dos resultados, sera seguida a seguinte seqliéncia:
4.1.1. Vacina Inativada de Producgiio Nacional
4.1.2. Vacina Inativada Importada

4 1.3, Vacina Atenuada Nacional

4.1.1. Yacina Imativada Nacignal:

Dentre as 1441 partidas de vacinas anti-rabicas examinadas no periodo entre 1988 -
1996, observou-se que 1346 foram aprovadas, ou seja, o percentual de aprovagdo foi de 93,4
%. Os resultados segundo o nimero de partidas examinadas, aprovadas, o percentual de

aprovagdo e Tespectivos limites de confianga estdo reunidos na tabela 3.
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TABELA 3 - VACINA ANTI-RABICA INATIVADA DE ORIGEM NACIONAL E DE USO
ANIMAL AVALIADA QUANTO A APROVACAO SEGUNDCG O ANO DE
PRODUCAO, NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS, NUMERO DE
PARTIDAS APROVADAS, PERCENTUAL DE APROVACAO E LIMITES DE
CONFIANCA, CAMPINAS - 1999

ANO | “N° Part.! N° Part. % Aprovagdo Limite de C;ﬁﬁan(;a
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, . Examinadas | Aprovadas | d
1988 200 180 90,0 85,91—194,1
1989 196 180 91,8 87,9 |—1957
1990 187 178 95,2 92,1-1983
1991 204 198 97,0 94,6 |—]99 4
1992 225 217 96,4 94,0 1—198,8
1993 154 142 92,2 87,91—196,5
1994 168 157 93,4 89,7 |—i97,1
1995 32 31 96,8 90,7 |—| 100
1996 75 63 84,0 75,8 1—192.2
Total 1441 1346 934 02211946

TN e N em “ pamdas R

* % Aprovacio = percentual de aprovacio

Os dados da tabela 3 estdo ilustrados na figura 1.
FIGURA 1 - PERCENTUAL DE APROVACAQ DE VACINA ANTI-RABICA INATIVADA
NACIONAL SEGUNDO O ANO, CAMPINAS - 1999
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Na tabela 4 estio apresentados os resultados de aprovaghio segundo © substrato

bioldgico para preparo da vacina.

TABELA 4 - VACINA ANTL-RABICA INATIVADA DE PROBDUCAQ NACIONAL E DE USO
ANIMAL AVALIADA QUANTO A APROVACAO SEGUNDO O TIPO DE
CULTIVO, ANO DE PRODUCAOQ, NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS,
APROVADAS, PERCENTUAL DE APROVACAQ E LIMITES DE CONFIANCA,

CAMPINAS - 1999

. , , . CEREBRO DE
Cultivo CELULABHK -21° CELULANIL -2 {:&\ﬁ@m?@(}@
LACTENTE”
Ano g Ex’ ! Apr ; YehApr© % LC Ex. § Apr. § SHApr. LC Ex. Apr. | %Apr.
§ i § § ; § | 5
1988 52 33 635  5041—i766 3 4 0.0  429|—]106 143 143 100
1989 39 43 72.8 613 —1 841 3 5 100 1008 i32 132 160
1990 40 31 77.5 84611904 7 7 100 160 130 140 130
1991 34 28 794 639 |—192.9 2 8 100 R Hs¥ 162 100
1992 33 43 849 753 |—194.5 5 & 106 100 156 166 00
1993 63 31 809 71.21—190.6 7 7 100 160 84 84 100
1994 37 46 80,7 TO2[—1i909 11 11 100 100 Y 100 100
1993 7 6 83,7 398 [—! 1060 3 3 100 160 22 22 HEE
1996 31 19 61,3 4311785 13 i3 160 160 31 31 60
Total 396 302 763  72.21—1804 65 64 985 956i—1100 98 980 100

" BHK -21 = ¢élula origindria de rim de hamster lactente: substrato para producdo de vacina anti-rabica.

*Nib-

2 = ¢élula oniginaria de embrifo de hamster: subsirato para produgiio de vacing anti-rabica.

* CEREBRO DE CAMUNDONGO LACTENTE = substrato para produgio de vacina anti-rabica.

“Ex, = ndmero de pariidas examinadas

" Apr.

= nlimero de partidas aprovadas

© 2o Apr. = percentual de aprovacgdo

L.C

= Limte de Confianga

# 100 = Limite superior

Os dados da tabela 4 estdo ilustrados na figura 2.
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FIGURA 2 - PERCENTUAL DE APROVACAO DE VACINA ANTLRABICA INATIVADA
NACIONAL DE USO ANIMAL SEGUNDO O ANO £ TIPO DE CULTIVO,
CAMPINAS - 1999
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4.1.2. Yacing Inativads Importada:

Dentre as 110 partidas de vacinas inativadas importadas, observou-se que 108 foram
aprovadas, ou seja, o percentual de aprovacio foi de 98.2 %. Os resultados segundo ¢ numero
de partidas examinadas, aprovadas, percentual de aprovagio e respectivos limites de confianca,

est3o reunidos na tabela 3,



TABELA 35 -

31

VACINA ANTI-RABICA INATIVADA IMPORTADA E DE USO ANIMAL
AVALIADA QUANTO A APROVACAO SEGUNDO O ANO DE PRODUCAQ,
NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS, NUMERO DE APROVADAS,

PERCENTUAL DE APROVACAO E LIMITES DE CONFIANCA, CAMPINAS -
1999

ANO N° Part.! N°® Part. % ° Limites de
Examinadas Aprovadas Aprovagido Lonfianga
1991* 1 0 0 0°?
1992 18 17 04,4 83,8 |~i 100
1993 10 10 100 100*
1994 31 31 100 100
1995 5 5 100 100
1996 45 45 100 100
Total 110 108 932 95,7 |—| 100

* As importacdes, no Brasil, tiveram inicio em 1991,

! N* Part. = niimero de partidas

? 9% = percentual

3 0 = limite inferior

* 100 = limite superior

Estdo apresentados os resultados de aprovag#io na tabela 6, que se segue.
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TABELA 6 - VACINA ANTI-RABICA INATIVADA IMPORTADA E DE USO ANIMAL
AVALIADA SEGUNDO O TIPO DE CULTIVO, ANO DE PRODUCAQ,
NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS, APROVADAS, PERCENTUAL DE
APROVACAO E LIMITES DE CONFIANCA, CAMPINAS - 1999 |

CEREBRO DE
CULTIVO CELULA BHK-21! CELULA NIL-2 ? CAMUNDONGO
LACTENTE
ANO ‘ Ex' | Apr’ %Aer' LC’ Ex. ' Apr. | %Apr. Ex.i Apr. | %Apr.
1991 1 0 0 0°f o _ _ B _
1992 18 17 944 838 |— 100 B B L B
1993 10 10 100 100° L _ _ _ _
1994 26 26 100 100 5 5 e _
1995 1 1 100 100 1 1 100 3 3 100
1996 36 36 100 100 77 100 2 2 100
Total 92 90 97,8 949 |—| 100 13 13 100 5 5 100

' BHK -21 = célula origindria de rim de hamster lactente; substrato para producic de vacina anti-rabica.

-

“ NIL-2 = célula origindria de embrifio de hamster; substrato para producio de vacina anti-rabica.

3 CEREBRO DE CAMUNDONGO LACTENTE = substrato para producio de vacina anti-rabica.

4 Ex. = namero de partidas examinadas

* Apr. = niimero de partidas aprovadas

® % Apr. = percentual de aprovagio

" L.C. = Limite de Confianca

¥ 0 = limite inferior

? 100 = limile superior

Os dados das tabelas 3 e 5 estfo ilustrados na figura 3.
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FIGURA 3 - PERCENTUAL DE APROVACAD DE VACINA ANTI-RABICA INATIVADA DE
ORIGEM NACIONAL E IMPORTADA PARA USO ANIMAL SEGUNDO O
AMNO, CAMPINAS - 1599
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Na figura 4 est@o apresentados simultaneamente os percentuais de aprovacio de vacmas

inativadas produzidas em ceélulas BHK-21 de origem nacional e importada.

FIGURA 4 - PERCENTUAL DE APROVACAO DE VACINA ANTLRABICA INATIVADA
PRODUZIDA EM CELULA BHK-21 DE ORIGEM NACIONAL E IMPORTADA
DE US0O ANIMAL SEGUNDO O ANQ E T1PO DE CULTIVO, CAMPINAS - 1599
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4.1.2. Vacing Atenusda Nacional:

Dentre as 891 partidas de vacinas atenuadas de origem nacional, observou-se que 821
foram aprovadas, ou seja, o percentual de aprovacio foi de 92,1 %. Os resultados segundo ©
numero de partidas examinadas, nimero de aprovadas, percentual de aprovacio e TESPECTIVOS

imites de confianga, estdo reunidos na tabels 7.

TABELA 7 - VACINA ANTI-RABICA ATENUADA DE USO ANIMAL AVALIADA QUANTO
A APROVACAQ SEGUNDO O ANO DE PROBUCAO, NUMERO DE
PARTIDAS EXAMINADAS, NUMERO DE APROVADAS, PERCENTUAL DE
APROVACAOQ E LIMITES DE CONFIANCA, CAMPINAS - 1999

ANG MNimero de Miumero de Percentual de Limpes de
Partidas Partidas Aprovacio Confianga
Exzmunadas Aprovadas
1988 106 92 86,8 802 j—i 934
1989 48 48 100,0 100!
1990 77 69 89 6 82,7 i—1 95,5
1961 Gl 82 90,1 840 —! 982
19672 149 145 97,3 948 |—1 998
1993 124 121 a7 .4 94,9 1 100
1904 145 123 893 84,2 |1 944
1995 5 15 1000 100
1995 141 124 87,9 82,5 - 932
Total 8901 821 92.1 903 {1 939

100 = limite superior

Os dados da tabela 7 estdo ilustrados na figura 5.
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FIGURA 5 - PERCENTUAL DE APROVACAC DE VACINA ANTI-RABICA ATENUADA
NACIONAL DE USO ANIMAL SEGUNDO O ANO, CAMPINAS - 1999
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Os dados das tabelas 3 e 7 estdo ilustrados na figura 6.

FIGURA 6 - PERCENTUAL DE APROVACAQ DE VACINA ANTE-RABICA INATIVADA DE
ORIGEM NACIONAL E ATENUADA NACIONAL PARA US(O ANIMAL
SEGUNDO O ANO, CAMPINAS - 1999
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4.2. Avaliacio da aprovacio segundo a espécie animal a gue se desting a vacina:

4.2.1. YVacina Anti-Rabica Inativada:

As vacinas anti-rabicas inativadas, tanto nacionais quanto importadas, sio destinadas a
diferentes grupos de espécies animais. A tabela 8 reline o nimero de partidas examinadas e
aprovadas de acordo com as espécies animais as quals se destinam, assim como o percentual de
aprovagdo € ano de producéo.

TABFELA 8 - VACINA ANTI-RABICA INATIVADA, DE USO ANIMAL, AVALIADA QUANTD A
APROVACAQ SEGUNDO AS ESPECIES ANIMAIS A QUE SE DESTINAM, ANO DE
PRODUCAOQ, NUMERO DE  PARTIDAS EXAMINADAS, APROVADAS E
PERCENTUAL DE APROVACAQ, CAMPINAS - 1999

ESPECIE Cioe Bovino ; Bovino, Ovino,Caprino Outras *

ANIMAL Gato' | Eqiino, Cdo e Gato
ANO N> Part. | % | N°Part i %j N* Part. ] % ! N®Par. | %

Apr./Bx’ Apr’ | Apr/Ex | Apt.  Apr/Ex. | Apr. | Apr/Bx. | Apr

1088 145/149 573 21729 72,4 6/7 857 8/15 533
1989 137/145 94.5 20/2¢6 76,9 1717 100 &/8 73
1990 1447148 97.3 6/7 837 18/21 837 10711 90,9
1961 V75/177 98¢ G/9 100 347 714 9/12 75
1992 195/197 93.6 7/8 87.5 20/24 83,3 12714 85,7
1993 i67/112 985 5/5 100 24727 3% 16720 80
1994 1347138 571 3/3 160 30/36 83,3 21/22 G35
1965 26/26 100 /4 100 243 66.6 4/4 106
1906 53/56 94,6 3/4 73 127138 56,6 40/42 952

Total 1116/1148 57,2 78795 87,1 134/160 238 126/148 85,1
' Agrupadas as vacinas que se destinam apenas para cBes ¢ para gatos separadamente ¢ aguelas destinadas pama

ambos.

° Vacinas destinadas a diferentes grupos de espécics animails, como:
a) para bovinos. ovinos e caprinos

b) para bovinos. ovinos. caprinos ¢ eqiiinos

C} para bovinos, ovinos, caprinos. egilinos & cdes

d) para bovinos, ovinos, caprinos. eqilinos, sufnos, cies e gatos

€} para bovinos, ovinos, caprinos. ciies ¢ gatos

f} para bovinos, ovinos, cies ¢ gatos

* N°. Part. Apr/Ex. = niimero de partidas aprovadas/ examinadas

‘o4 Apr. = percentual de aprovacio
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Os dados da tabela 8 estdo ilustrados na figura 7.

FIGURA 7- PERCENTUAL DE APROVACAO DE VACINA ANTI-RABICA INATIVADA, DE
USO ANIMAL, SEGUNDO AS ESPECIES ANIMAIS A QUE SE DESTINAM E
ANO DE PRODUCAQG, CAMPINAS - 1999
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* Vacinas destinadas a diferentes grupos de espécies animais. como:
2} para bovinos. ovings ¢ caprinos

b} para bovinos, ovinos, caprinos e egiiinos

<} para bovinos. ovinos, caprinos, egilinos ¢ cies

d} para bovinos. ovinos. caprinos. eqilinos. suinos, clies & gatos

2} para bovines, ovinos, caprinos, cies e Zaios

£} para bovinos, ovinos. cies & gatos

Os Limites de Confianga para cada percentual de aprovacgéo segundo as espécies animais

a que se destinam das vacinas anti-rabicas inativadas estdo reunidos na tabela 9.
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TABELA 9 - VACINA ANTI-RABICA INATIVADA, DE USO ANIMAL, AVALIADA

QUANTO AC LIMITE DE CONFIANCA DE CADA PERCENTUAL DE
APROVACAO SEGUNDO AS ESPECIES ANIMAIS A QUE SE DESTINAME

ANO DE PRODUCAO, CAMPINAS - 1999

ESPECIE CioeGato' Bovino Bov., Ovino, Cap., Outras *

AMIMAL Eq., Caoe Gato
AND | Lamites de Limites de Lamites de Limates de Confianga

Conflanga Confianca Confianga

10838 947 |—i98 5 56,1 |—i 88,7 368 —[ 100 281—178.6
1984 908 |—198,2 650,71 —193.1 100 45 -] 100
1990 94 71—199.9 3981—(100 70,8 1~—{ 100 73.81—1100
1991 G874 1—1 100 100 37.91—1 100 30511985
1952 97 51— 100 64,6 1—1 100 68411082 673 1—1 100
1993 617 1903 100 76,81 —1 100 62,61—197 4
1994 94 3 |—1{99 8 00 71,11—195.3 37.51—1100
1995 100° 100 1331100 100
1966 88,71 —1100 32.61—1100 44 81— 8384 84— 100
Total 963 |—| 98 1 74,41-—1893 78,1 |~ 853 794 —1 003

* Agrupadas as vacinas que se destinam apenas para cies ¢ para galos separadamenie ¢ aquelas destinadas para

ambos.

* Vacinas destinadas a diferentes grupos de espécies animais, como;

4} para bovinos, ovinos ¢ caprinos

b} para bovinos. OvInos, caprinos e eqitinos

C} para bovinos, ovinos. caprinos, egilines e cles

d} para bovinos, ovinos. caprinos, eqliinos. suinos, cies ¢ gatos

e} para bovines, ovinos. caprines, cfes ¢ gaios

£y para bovinos, ovinos, cdes ¢ gatos

3 100 = limite superior

4.2.2

.2. Vacina Anti-Rabica Atenuada:

As vacinas anti-rabicas atenuadas também sdo destinadas a diferentes grupos de espécies

animais. A tabela 10 retne o numero de partidas examinadas e aprovadas de acordo com as

espécies animais as quais se destinam, assim como o percentual de aprovacio e ano de

producio.
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TABELA 18 - VACINA ANTI-RABICA ATENUADA E DE USO ANIMAL AVALIADA
QUANTO A APROVACAG SEGUNDO AS ESPECIES ANIMAIS A QUE SE

DESTINAM,

EXAMINADAS,

LIMITES DE CONFIANCA, CAMPINAS - 1999

ANO DE PRODUCAO, NUMERO DE PARTIDAS
APROVADAS, PERCENTUAL DE APROVACAC E

ESPECIE Boving, Ovino, Caprine, Bovino, Ovino, Caprine, Egiing
ANIMAL Cio Egiiino e Céo Cio e Gato
| N Part, % Lc’ N* Part. % LC N Part. % L.C.

ANG | Apr/Ex'  Apr Apr/Ex  Apr. Apr/Ex.  Apr.
1088% - - - T789/80 878  BL,1i—i545 12/13 80 39 8i—1 1
{589 - - - 37/37 104 160 1171 100 100
1960 - - - 30/50 100 100 19/27 76,4 5321 —i87,
1991 - - - 48/50 G5 9031 — 100 34/41 82,89 713i—%4,
1962 5/6 100 100 94/97 a7 934 1—1 100 45/46 978 G335 e (M
1993 /8 160 100 72i72 160 100 41/44 932 B5Bi— 10
1594 6/8 106 100 68774 818 B56|—1GB2 31/60 83 76 |— ¢
1993 i/i 166 160 8/ 100 100 6/6 100 100
1994 812 66,6 40i-19372 85/388 966 92 {—1 100 31/41 756 625(—88,
Total 29/33 8378 7681 — G0 S541/366 8956 939:—i1973  250/201 839 B2i—Ii898

* Ern 1988, houve também | partida de vacina destinada o ruminantes ¢ eqitinos a qual fof aprovada.

' No. Part. Apr/Ex. = ntumero de partidas aprovadas /examinadas

= 9% Apr. = percentual de aprovaciio

* 1.C. = limite de conflanca

* 100 = limite superior

Os dados da tabela 10 estdo ilustrados na figura 8.
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FEGURA 8 - PERCENTUAL DE APROVACAQ DE VACINA ANTI-RABICA ATENUADA DE
USO ANIMAL SEGUNDO AS ESPECIES ANIMAIS A QUE SE DESTINAM F
ANQG DE PRODUCAQ, CAMPINAS - 1995
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4.3. Avaliaco do feste que forneceu resultado de reprovacio:

4.3.1. ¥acina Anti-Rabica Inativada:

Dentre as 1481 partidas de vacinas anti-rébicas inativadas (macionais e importadas)
examinadas no periodo entre 1988 a 1996, observou-se que 1384 foram aprovadas em todos os
testes, ou sgja, nos testes de Inocuidade, Esterilidade e Poténcia, com um percentual de
aprovagdo de 93.5 % e 95 partidas (6,4%) foram reprovadas pelo teste de poténcia, 1 (0,1%)
pelo teste de inocuidade e 1 (0,1%) pelo teste de esterilidade Os resultados segundo o nimero
de partidas examinadas, reprovadas por teste, o percentual de reprovacio e o limite de

confianca (L.C.) estdo reunidos na tabela 11
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TABELA 11 - VACINA ANTI-RABICA INATIVADA, DE USO ANIMAL, AVALIADA
QUANTO A REPROVACAO SEGUNDO O TESTE, ANO DE PRODUCAOQ,
NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS, REPROVADAS, PERCENTUAL
DE REPROVACAO E LIMITES DE CONFIANCA, CAMPINAS - 1999

Reprovagdo por Teste

Poténcia’ Inocuidade” Esterilidade’
ANO N* % LC* N° % L.C. N* Yo LC.
! Repr./Ex.* Repr.’ Repr./Ex. | Repr. Repr./Ex. | Repr.

1988 20/200 10 5,91—114,1 0/200 0 0’ 0/200 v 0
1989 16/196 8,3 441—|11,8 0/196 0 0 0/196 0 0
1990 9/117 7,7 3.01—1124 0/117 0 0 0/117 0 0
1991 6/205% 2,9 06— 5,2 1/205 0,5 01—11,5 0/205 0 0
1992 9/243% 3,7 1.4|—i 6,0 0/243 0 0 0/243 0 0
1993 12/164 7,3 341—11,2 0/164 0 0 0/164 0 0
1994 11/19¢% 5,5 241—1 856 0/199 0 0 0/199 0 0
1995 1/37 2.7 0 1—i 738 0/37 0 0 0/37 0 0
1996 117120 9,2 4,11—114.3 0/120 0 0 1/120 0,8 01—12.4

Total 95/1481 6,4 5,2 1176 1/1481 g
* Inclui 1 vacing importada reprovada.

ool

6 0]—j0,2 1/1481 0,06 002

>

! Poténcia = determinacio quantitativa da capacidade imundgena da vacina anti-rdbica através do método de
Habel, devendo esta apresentar, no minimo, profecio contra o desafio de 10.000 DIL.50% do virus padronizado de
desafio (CVS) / 0,03 ml. por via intracerebral em camundongos com 11-14 g

% Inocuidade = teste de toxicidade realizado em camundongos e cobaias para se confirmar a auséncia de efeitos
mdesejaveis conferidos pelas vacinas anti-rabicas.

*Esterilidade = realizado com os meios Casoy, Tioglicolato e Sabouraud.

* N® Repr./Ex. = niimero de partidas reprovadas/cxaminadas

%04, Repr. = percentual de reprovacio

¢L.C. = Limites de Confianca

* 0 = limite inferior

Os resultados segundo o numero de partidas examinadas, reprovadas por teste, o
percentual de reprovacgio e o limite de confianca das vacinas anti-rabicas mnativadas destinadas a

cles e gatos estdo reunidos nas tabelas 12 e 13.
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TABELA 12 - VACINA ANTI-RABICA INATIVADA DE ORIGEM NACIONAL PARA CAES
E GATOS AVALIADA QUANTO A REPROVACAO SEGUNDQ O TESTE,
ANC DE PRODUCAO, NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS,
REPROVADAS, PERCENTUAL DE REPROVACAO E LIMITES DE
CONFIANCA, CAMPINAS - 1999

Reprovadas pelo Teste de Poténcia’

ANO | Numero de Partidas | Percentual de Limites de
Reprovadas/ Reprovagéo Confianga
Examinadas

1988 4/149 2.7 0,2 |—|5,2

1989 8/145 5,5 1,81—]9,2

1990 4/148 2.7 0,2]—| 52

1991 1/176 0.6 Oi—j1,8

1962 /179 0.6 0l—]1,8

1993 5/102 49 0,7|—|9,1

1994 4/111 3,6 0,1|—|7.1

1995 0/22 0 0°*

1996 3/34 8.8 0}—1}18,3

Total 30/1066 28 1,9|—]3.7

! Poténcia = determinagio quantitativa da capacidade imunégena da vacina através do método de Habel, devendo
apresentar, no minimo, protecdo contra o desafio de 10.000 DL30% do virus padronizado de desafio (CVS) /
0,03 ml. por via intracercbral em camundongos com 11-14 g.

20 = limite inferior
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TABELA 13 - VACINA ANTI-RABICA INATIVADA DE ORIGEM IMPORTADA PARA
CAES E GATOS AVALIADA QUANTO A REPROVACAO SEGUNDO O
TESTE, ANO DE PRODUCAO, NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS,
REPROVADAS, PERCENTUAL DE REPROVACAO E LIMITES DE
CONFIANCA, CAMPINAS - 1999

Reprovadas pelo Teste de Poténcia’

ANGO | Ndmero de Partidas | Percentual Limites
Reprovadas/ de de
Examinadas Reprovacdo | Confianga

1991 /1 100 1002

1992 1/18 35 0 |—| 16

1993 0/10 0 0°

1994 027 0 0

1995 0/4 0 0

1996 0/22 0 0

Total 2/82 2.4 01—15.7

! Poténcia = determinacio quantitativa da capacidade imunodgena da vacina através do método de Habel. devendo
apresentar, no minimo, protegdo contra o desafio de 10.000 DL50% do virus padronizado de desafio (CVS) /
0,03 ml. por via intracercbral em camundongos com 11-14 g,

2 100 = limite superior

30 = limite inferior

Os resultados segundo o numero de partidas examinadas, reprovadas por teste, o
percentual de reprovacdo e o limite de confianca das vacinas anti-rabicas inativadas destinadas a
bovinos estdo reunidos na tabela 14. Ndo houve vacina inativada importada destinada para esta

espécie.
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TABELA 14 - VACINA ANTI-RABICA INATIVADA DE ORIGEM NACIONAL PARA
BOVINOS AVALIADA QUANTO A REPROVACAO SEGUNDO O TESTE,
ANO DE PRODUCAQ, NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS,
REPROVADAS, PERCENTUAL DE REPROVACAO E LIMITES DE
CONFIANCA, CAMPINAS - 1999

Reprovadas  pelo Teste de Poténcia'

Numero de Partidas | Percentual de Limites

ANO Reprovadas/ Reprovagdo de
Exammadas Confianca

1988 8/29 27,6 11,3 |—| 43,9
1989 6/26 23,1 6,9 |—I 39,3
1990 1/7 143 0 |—| 40,2
1991 0/9 0 0°
1992 1/8 12,5 0 |—}354
1993 0/5 0 0
1994 0/3 0 0
1993 0/4 0 0
1996 174 25 0 |—] 674
Total 17/95 17.9 10,2 [—] 25,6

! Poténcia = determinagdio quantitativa da capacidade imundgena da vacina através do método de Habel, devendo
apresentar, no minimo, protecio contra o desafio de 10.000 DL50% do virus padronizado de desafio (CVS) /
0,03 ml. por via intracerebral em camundongos com 11-14 g,

20 = Hmite inferjor

Os resultados segundo o numero de partidas examinadas, reprovadas por teste, o
percentual de reprovagdo e o limite de confianga das vacinas anti-rbicas inativadas nacionais
destinadas a bovinos, ovinos, caprinos, eqiinos, caes e gatos estio reunidos na tabela 15. Nio

houve vacina mportada destinada a estas espécies.
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TABELA 15 - VACINA ANTI-RABICA INATIVADA DE ORIGEM NACIONAL PARA
BOVINO, OVINO, CAPRINO, EQUINO, CAO E GATO AVALIADA
QUANTO A REPROVACAO SEGUNDO O TESTE, ANO DE PRODUCAO,
NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS, REPROVADAS, PERCENTUAL
DE REPROVACAOQ E LIMITES DE CONFIANCA, CAMPINAS - 1999

Reprovagdo por  Teste
Poténcia’ Inocuidade’
Repr/ ! % ‘ LC.? Repr./ I % LC.
ANO Ex. * Repr. * Ex. Repr
Jdess VT 143 O]—|402 07 0. B

1989 0/17 0 0° 0/17 0 0
1990 3/21 143 0 |—}292 0/21 0 0
1991 17 14,3 0 |—1402 7 14,3 0|—|40,2
1992 4/24 16,7 1,8]—|31,6 0/24 0 ¢
1993 3/27 11,1 0|—i22,9 0/27 0 0
1994 6/36 16,7 4,5 |—|28,9 0/36 0 0
1995 173 33,3 0 |-[86,6 0/3 0 0
1696 6/18 33,3 11,6]—|55 0/18 0 0
Total 42/160 26,2 194 |—] 33 17160 0.6 0]—|1.8

! Poténcia = determinaciio quantitativa da capacidade imundgena da vacina através do método de Habel,
devendo apresentar, no minimo, protecio contra o desafio de 10.000 DL50% do virus padronizado de

desafio (CVS) /0,03 ml. por via intracerebral em camundongos com 11-14 g,

? Inocuidade = teste de toxicidade realizado em camundongos e cobaias para se confirmar a auséncia de

efeitos indesejaveis conferidos pelas vacinas anti-rabicas.

*No. Part. Repr./Ex. = miimero de partidas reprovadas/examinadas

9% Repr. = percentual de reprovagio
1..C. = Limites de Confianca
© () = limite inferior

Os resultados segundo o mumero de partidas examinadas, reprovadas por teste, o

percentual de reprovagio e o limite de confianga das vacinas anti-rabicas inativadas nacionais e

importadas destinadas a diferentes grupos de espécies animais estdo reunidos nas tabelas 16 ¢

17, respectivamente.
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TABELA 16 - VACINA ANTI-RABICA INATIVADA DE ORIGEM NACIONAL DESTINADA

A DIFERENTES GRUPOS DE ESPECIES ANIMAIS* AVALIADA QUANTO A
REPROVACAO SEGUNDO O TESTE, ANO DE PRODUCAQ, NUMERO DE
PARTIDAS EXAMINADAS, REPROVADAS, PERCENTUAL DE
REPROVACAO E LIMITES DE CONFIANCA, CAMPINAS - 1999

Reprovacdopor Teste
Poténcia’ Esterilidade
ANO Repr./ % LC.’ Repr./ % L.C.
Ex.°® Repr. * Ex. Repr.

1988 715 467 2151—|719 015 0 0
1689 2/8 25 0|-155 0/8 0 0
1950 /11 9,1 0j—|26 0/11 G ]
1991 3/12 25 0,5 |—[495 G/12 0 0
1992 2/14 143 0}—132,6 0/14 0 0
1993 4/20 20 2,5]~1375 0/20 0 0
1994 1718 5,3 0|—|16 0/18 0 0
1995 0/3 0 0° 0/3 0 0
1996 1719 5,3 0f|153 1/19 5,3 0 |—|15,3
Total 217120 17,5 10,7|—]243  1/120 0.8 01—|24

* Vacinas destinadas a diferentes grupos de espécies animais, a saber:

a) para bovinos, Ovinos € caprinos

b) para bovinos, ovinos, caprinos ¢ eqiinos

¢) para bovinos, ovinos, caprinos, eqiiinos ¢ ces

d) para bovinos, ovinos, caprinos, eqiiinos, suinos, cies ¢ gatos

€) para bovinos, ovinos, caprinos, cics e gatos

f) para bovinos, ovinos, cdes ¢ gatos

! Poténcia = determinagio quantitativa da capacidade imundgena da vacina através do método de Habel,

devendo apresentar, no minimo, protegdo contra o desafio de 10.000 DL50% do virus padronizado de

desafio (CVS) /0,03 ml. por via intracerebral em camundongos com 11-14 g.

? Esterilidade = realizado com os meios Casoy, Tioglicolato ¢ Sabouraud.

* Repr./Ex. = maumero de partidas reprovadas/examinadas

# % Repr. = percentual de reprovagio
* L.C. = Limites de Confianca

¢ O = limite inferior
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TABELA 17 - VACINA ANTI-RABICA INATIVAPA DE ORIGEM IMPORTADA
DESTINADA A DIFERENTES GRUPOS DE ESPECIES ANIMAIS
AVALIADA QUANTO A REPROVACAQ SEGUNDO O TESTE, ANO DE
PRODUCAO, NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS, REPROVADAS,

PERCENTUAL DE REPROVACAO E LIMITES DE CONFIANCA,
CAMPINAS - 1999

Reprovadas pelo Teste de Poténcia

ANO Numero de Partidas %
Reprovadas/Examinadas | Reprovacdo

1994 0/4 0
1995 0/1 0
1996 0/23 0
Total 0/28 0

' Poténcia = determinacdo quantitativa da capacidade imunogena da vacina através do método de Habel,
devendo apresentar, no minimo, protegio contra o desafio de 10.000 DL50% do virus padronizado de
desafio (CVS) /0,03 ml. por via intracerebral em camundongos com 11-14 g

4,3.2, Vagcina Anti-Rabica Atennada:

Dentre as 891 partidas de vacinas anti-rabicas atenuadas examinadas no periodo entre
1988 a 1996, observou-se que 821 foram aprovadas em todos os testes, ou seja, nos testes de
Inocuidade, Estenlidade e Poténcia, com um percentual de aprovagio de 92,1 %. De 1988 a
1996, 70 partidas foram reprovadas por um ou dois testes. Os resultados segundo o nimero de

partidas examinadas, reprovadas por teste e o percentual de reprovagio estfo reunidos na tabela
18.
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TABELA 18 - VACINA ANTI-RABICA ATENUADA DE ORIGEM NACIONAL, DE USO
ANIMAL, AVALIADA QUANTO A REPROVACAO SEGUNDO O TESTE,
ANO DE PRODUCAO, NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS,
REPROVADAS E PERCENTUAL DE REPROVACAO, CAMPINAS - 1999

Reprovadas por Teste

Poténcia' Titulagdo’ Inocuidade’ Esterilidade® | Pot. +Tit.” | Pot. + Est

ANO N* % N % N* % N* % N % N® ¢

Repr/Ex.” | Repr.? | Repr./Ex. |Repr.|Repr./Ex. Repr. Repr./Ex.| Repr. IRepr/Ex | Repr. |Repr /Ex R«

1988 7/106 6,6 1/106 0,9  0/106 0 0/106 0 5/106 4,7 1/106 0
1989 0/48 0 0/48 0 0/48 0 0/48 0 0/48 0 0/48
1990 2777 2,6 077 0 2177 2,6 177 1,3 y717 39 077
1991 3/91 3,3 2/91 22 191 1,1 0/91 0 3/91 33 0/91
1662 3/149 2,0 0/149 0 0/149 0 /149 0 1714 0,7  0/149
1993 0/124 0 /124 08 0/124 0 0/124 0 2124 1,6 0/124
1994 3/140 2,1 10/140 7,1  0/140 0 17140 0,7 1/140 0,7 0/140
1995 0/15 0 0/15 0 0/15 0 0/15 0 0/15 0 0/15

1996 4/141 2.8 5/141 3,6 0141 0 1/141 0,7 6/141 43 1/141 0

Total 22/891 2,5 19891 21 3/801 03  3/891 03 21/891 24 2/891 O

' Poténcia = determinagio da capacidade imunégena da vacina anti-rabica atenuada pelo método de Koprowski,
devendo esta proteger, no minimo, 70% das cobaias inoculadas para ser aprovada.

* Titulagdo = titulo da vacina anti-rébica atenuada. Titulo minimo para ndo ser reprovada = 10°° / 0,03 ml. IC
em camundongos com 11-14 g

* Inocuidade = teste de toxicidade realizado em camundongos e cobaias para se copfirmar a auséncia de efeitos
indesejaveis conferidos pelas vacinas anti-rabicas,

* Esterilidade = realizado com os meios Casoy, Tioglicolato e Sabouraud.

3 Pot + Tit. = vacina reprovada pelos testes de Poténcia e Titulfacio.

¢ Pot. + Est. = vacina reprovada pelos testes de Poténcia e Esterilidade.

" N* Repr/Ex. = namero de partidas reprovadas/examinadas

o4, Repr. = percentual de reprovacio

Os Limites de Confianga para cada percentual de reprovagio de acorde com o teste

estio reunidos na tabela 19.
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TABELA 19 - LIMITE DE CONFIANCA DE CADA PERCENTUAL DE REPROVACAQ DE
ACORDO COM O TESTE DE VACINA ANTI-RABICA ATENUADA DE
ORIGEM NACIONAL, PARA USO ANIMAL, CAMPINAS - 1999

Poténcia' Titulagio® Inocuidade® | Esterilidade® | Pot. + Tit’ | Pot. + Est.®
ANO Limite de Limite de Limite de Limite de Limite de Limite de

Confianga Confianga Confianca Confianca Confianga | Confianca
1988  19|—|113  0]—|26 0 0 0,6|—[88 0]—|2,6
1989 o’ 0 0 0 0 0
1990  0]—]6,1 0 0|—|6,1 0]—[3.8  0]—|8.2 0
1991 0|—]7,0 1,4]—]3,0  0]—|3,24 0 0|—| 7,0 0
1992 0]—}4,2 0 0 0 0]—| 2,1 0
1993 0 0]—]|2,4 0 0 0}—|3,8 0
1994  0]—]45 2,8]—1i11,4 0 0]—j21  0]—l21 0
1995 0 0 0 0 O 0
1996  0,1]—|35,5 0,5]—16,7 0 0]—|2.1  10]—|76 0}—|21
Total  1,5{—|3,5 1,2]—|3,0 0]—10,7 0l—[0,7  1.4]—|34 0]—]05

' Poténcia = determinacio da capacidade imunogena da vacina anti-rabica atenuada pelo método de Koprowskd,
devendo esta proteger, no minimo, 70% das cobaias inoculadas para ser aprovada.

® Titulagdo = titulo da vacina anti-rabica atenuada. Titulo minimo para ndo ser reprovada = 10>° 70,03 mL. IC
em camundongos com 11-14 g

® Inocuidade = teste de toxicidade realizado em camundongos e cobaias para se confirmar a auséncia de efeitos
indesejaveis conferidos pelas vacinas anti-rabicas.

1 Esterilidade = realizado com os meios Casoy, Tioglicolato e Sabourand.

3 Pot + Tit. = vacina reprovada pelos testes de Poténcia e Titulagio.

5 pot. + Est. = vacina reprovada pelos testes de Poténcia e Esterilidade

* 0 = limite inferior

Os resultados segundo o niimero de partidas examinadas, reprovadas por teste ¢ ©

percentual de reprovagdo das vacinas anti-rabicas atenuadas destinadas a ces estdo reunidos na

tabela 20.
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TABELA 20 - VACINA ANTI-RABICA ATENUADA DE ORIGEM NACIONAL DESTINADA
A CAES AVALIADA QUANTO A REPROVACAO SEGUNDQ O TESTE, ANQ
DE PRODUCAQ, NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS, REPROVADAS,
PERCENTUAL DE REPROVACAO E LIMITES DE CONFIANCA, CAMPINAS

- 1999
Reprovacéo por Teste
Titulagdo' Pot. + Tit?
ANOQ | Reprovadas/ | Percentual Reprovadas/ | Percentual L.C
Examinadas de LC Examinadas de

Reprovacio Reprovacio
1992 0/6 0 0° 0/6 0 0
1993 0/8 0 0 0/8 0 0
1994 0/6 0 0 0/6 0 0
1995 0/1 0 0 01 0 0
1996 3/12 25 0,5]—49,5 1/12 8,3 0|—]23,9
Total 3/33 9.1 0|—j 18,9 1/33 3,0 0|—|8,8

! Timalagfo = titulo da vacina anti-rébica atenuada. Tiulo minimo para ndo ser reprovada = 10°° / 003 mL. IC

em camundongos com 11-14 g.

2 Pot + Tit. = vacina reprovada pelos testes de Poténcia e Titulacdo.
30 = limite inferior

Os resultados segundo o numero de partidas examinadas, reprovadas por teste € ©
percentual de reprovacio das vacinas anti-rabicas atenuadas destinadas a ruminantes, eqiiinos e

¢des estdo reurndos na tabela 21,
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TABELA 21 - VACINA ANTI-RABICA ATENUADA DESTINADA A RUMINANTES,
EQUINOS E CAES AVALIADA QUANTO A REPROVACAO SEGUNDO O
TESTE, ANO DE PRODUCAO, NUMERO DE PARTIDAS EXAMINADAS,
REPROVADAS E PERCENTUAL DE REPROVACAQO, CAMPINAS - 1999

Reprovadas por Teste

Poténcia’ Titulagio® Inocuidade’ Pot. -+ Tit.* Pot. + Est.’
ANO N® % N* % N* % N* % N %
Repr/ | Repr” | Repr/ |Repr.| Repr/ | Repr| Repr/ | Repr. | Repr/ | Reg

Ex.’ Ex. Ex. Ex. Ex.
1988 6/90 6,7 1/90 1,1 0/90 0 3/90 33 1/90 1,
1989 0/37 0 0/37 0 0/37 0 0/37 0 0/37 0
1990 0/50 0 0/50 0 0/50 0 0/50 0 0/50 0
1991 0/50 0 1/50 2,0 1/50 2,0 0/50 0 0/50 0
1992 3/97 3,1 0/97 0 0/97 0 0/97 0 0/97 0
1993 0/72 0 0/72 0 0/72 0 0/72 0 0/72 0
1994 1/74 1,3 4/74 5,4 0/74 0 1/74 1,3 0/74 0
1995 0/8 0 0/8 0 0/8 0 0/8 0 0/8 0
1996 1/88 1,1 0/88 0 0/88 0 2/88 23 0/88 ¢
Total 11/566 1,9 6/566 1,1 1/566 0,2 6/566 1,1 1/566 0,

"Poténcia = determinagio da capacidade imundgena da vacina anti-rabica atenuada pelo método de Koprowski,
devendo esta proteger, no minimo, 70% das cobaias inoculadas para ser aprovada.

* Titulacio = titulo da vacina anti-rébica atenuada. Titulo minimo para no ser reprovada = 10°° / 0,03 mL. IC
em camundonges com 11-14 g

* Inocuidade = teste de toxicidade realizado em camundongos e cobaias para se confirmar a auséncia de efeitos
indesejdveis conferidos pelas vacinas anti-rabicas.

4 Pot ++ Tit. = vacina reprovada pelos testes de Poténcia e Titulacdo.

® pot. + Est. = vacina reprovada pelos testes de Poténcia e Esterilidade

& N° Repr/Ex. = niumero de partidas reprovadas/examinadas

7% Repr. = percentual de reprovacio

Os Limites de Confianga para cada percentual de reprovacio de acordo com o teste das
vacinas anti-rabicas atenuadas destinadas a ruminantes, eqilinos e ciies estio reunidos na tabela

22
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TABELA 22 - LIMITE BE CONFIANCA DE CADA PERCENTUAL DE REPROVACAO DE
ACORDO COM O TESTE DA VACINA ANTI-RABICA ATENUADA PARA
RUMINANTES, EQUINOS E CAES, CAMPINAS - 1999

Poténcia' Titulagio® Inocuidade’ Pot. + Tit.* Pot. + Est’
ANG Limite de Limite de Limite de Limite de Limite de

Confianga Confianca Confianca Confianca Confianga
19838 1,5]—]11,9 0{—]3,3 0 0[—|7,0 0]—] 3,3
1989 0° 0 0 0 0
1990 0 0 0 ] 0
1991 0 0]—|5,9 0|—|5.9 0 0
1992 0|—6.,6 0 it 0 0
1993 0 ] 0 0 0
1994 0]—|3,8 03|1—]10,5 0 0]—i|3,8 0
1995 0 0 0 0 0
1996 0]—13,3 0 0 0]—|5,4 0
Total 0,8 |- 3,0 0,3]—]1,9 0}—] 0,6 0,3|—}1,9 0]=—]3,3

! Poténcia = determinagio da capacidade imundgena da vacina anti-rabica atenuada pelo método de Koprowski,

devendo esta proteger, no minimo, 70% das cobaias inoculadas para ser aprovada.

? Titulacio = titulo da vacina anti-rébica atenuada. Titulo minimo para ndo ser reprovada = 10/ 0,03 mL. IC

em camundongos com 11-14 g

3 Inocuidade = teste de toxicidade realizado em camundongos e cobaias para se confirmar a auséncia de efeitos

indesejaveis conferidos pelas vacinas anti-rdbicas.

4 Pot + Tit. = vacina reprovada pelos testes de Poténcia ¢ Titulaco,

3 Pot. + Est. = vacina reprovada pelos testes de Poténcia ¢ Esterilidade

& () = limite inferior

Os resultados segundo o nimero de partidas exarmnadas, reprovadas por teste e ©

percentual de reprovagio das vacinas anti-rabicas atenuadas destinadas a ruminantes, eqiinos,

cdes e gatos estdo reumdos na tabela 23.
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TABELA 23 - VACINA ANTI-RABICA ATENUADA DE ORIGEM NACIONAL DESTINADA
A RUMINANTES, EQUINOS, CAES E GATOS AVALIADA QUANTO A
REPROVACAQ SEGUNDO O TESTE, ANO DE PRODUCAO, NUMERO DE
PARTIDAS EXAMINADAS, REPROVADAS E PERCENTUAL DE
REPROVACAO, CAMPINAS - 1999

Reprovadas por Teste
Poténcia’ Titulacdo® Inocuidade’ Esterilidade* Pot. + Tit.” Pot. + Es
ANO N Yo N* % N°. % N* % N* % N*
Repr./ Repr.? Repr/ | Repr. | Repr/ | Repr. | Repr/ | Repr. | Repr/ | Repr | Repr/ | R
Ex.’ Ex. Ex. Ex. Ex. ) Ex.
1988 1/15 6,6 0/15 ¢ 0/15 0 0/15 0 2715 13,3 0/15
1989 /11 0 0/11 0 0/11 0 0/11 ¢ 0/11 0 0/11
1990 2727 7,4 0727 0 2727 7,4 1727 3,7 327 11,1 027
1991 3/41 7.3 1/41 2.4 0/41 0 (/41 0 3/41 7.3 0/41
1992 0/46 0 0/46 ¢ 0/46 0 0/46 0 1/46 2,2 0/46
1993 0/44 0 1/44 2.3 0/44 0 0/44 0 2/44 45 0/44
1994 2/60 3,3 6/60 10 0/60 0 1/60 1,6 0/60 0 0/60
1995 0/6 0 0/6 0 0/6 0 0/6 0 0/6 0 0/6
1996 3/41 7.3 2/41 49 0/41 0 /41 2.4 3/41 7.3 1741
Total 11/291 38 10/291 34 27291 0,7 3/291 1.0 14/291 48 1/291

! Poténcis = determinagfio da capacidade imunégena da vacina anti-rdbica atenuada peio método de Koprowski,
devendo esta proteger, no minimo, 70% das cobaias inoculadas para ser aprovada.

? Titulagdo = titulo da vacina anti-rébica atermada. Titulo minimo para ndio ser reprovada = 10°° / 0,03 mL. IC
em camundongos com 11-14 g,

* Inocuidade = teste de toxicidade realizado em camundongos € cobaias para se confirmar a auséncia de efeitos
indescjaveis conferidos pelas vacinas anti-rabicas.

*Egterilidade = realizado com os meios Casoy, Tioglicolato e Sabouraud.

5 Pot + Tit = vacina reprovada pelos testes de Poténcia e Titulacdo.

& Pot, + Est. = vacina reprovada pelos testes de Poténcia e Esterilidade.

?N° Repr/Ex. = niimero de partidas reprovadas/cxaminadas

894 Repr. = percentual de reprovacgdo

Os Limites de Confianga para cada percentual de reprovacio de acordo com o teste das
vacinas anti-rabicas atenuadas destinadas a ruminantes, eqiiinos, cies e gatos estdo reunidos na

tabela 24.
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TABELA 24 - LIMITE DE CONFIANCA DE CADA PERCENTUAL DE REPROVACAQ DE
ACORDO COM O TESTE DA VACINA ANTI-RABICA ATENUADA PARA

RUMINANTES, EQUINOS, CAES E GATOS, CAMPINAS - 1999

Poténcia' | Titulagdo” | Inocuidade® | Esterilidade® | Pot. +Tit. | Pot. + Est®
ANO Limite de Lamite de Limite de Limite de Limzte de Lamite de

Confianga Confianca Confianca Confianga Confianga Confianca
1988  0|—}19,1 0 0 0 0}—|30,5 0
1989 0’ 0 0 0 0 0
1990 0]~}17.2 0 0]—{172  0|—}108  09]—i21,3 0
1991 0]—|153 0|71 ¢ 0 0f{—|15,3 0
1692 0 0 0 0 0j—16,5 0
1993 0 0|—]e6,8 0 0 0j—|10,6 0
1994  0|—|7.8 24|—|17.6 0 01—|7,2 0 0
1963 0 0 0 0 0 0
1996  0]|—| 15,3 0|—|11,6 0 0{—|7,1 0f—] 15,3 0]—|7,1
Total 1,6]—160 1,3[—]|5,5 0|—] 1,6 O)——|2,1 2.4]—17.2 0]—]0,9

! Poténcia = determinacio da capacidade imunégena da vacina anti-rabica atenuada pelo método de Koprowski,
devendo esta proteger. no minimo, 70% das cobaias inoculadas para ser aprovada.

? Titulagdo = titulo da vacina anti-rébica atenuada. Titulo minimo para nfio ser reprovada = 10°% / 0.03 mL. IC
em camundongos com 11-14 g

* Inocuidade = teste de toxicidade realizado em camundongos e cobaias para se confirmar a auséncia de efeitos
indesejaveis conferidos pelas vacinas anti-rabicas,

* Esterilidade = realizado com os meios Casoy, Tioglicolato ¢ Sabouraud.

3 Pot + Tit. = vacina reprovada pelos testes de Poténcia e Titulacio.

® Pot. + Est. = vacina reprovada pelos testes de Poténcia e Esterilidade

¥

' ¢ = limite inferior

4.4. Comparacio entre os testes de Imunogenicidade e Antigenicidade:

Os resultados das vacinas anti-rabicas atenuadas reprovadas apenas pelo teste de
imunogenicidade (teste de Poténcia de Koprowski), das reprovadas apenas pelo teste de
antigenicidade (teste de Titulagio de Vacina} ¢ das reprovadas em ambos os testes estio na

tabela 25.
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TABELA 25 - VACINA ANTI-RABICA ATENUADA, DE USO ANIMAL, AVALIADA
QUANTO A REPROVACAQ SEGUNDO OS TESTES DE TITULACAQO E
POTENCIA, ANO DE PRODUCAO, NUMERO DE PARTIDAS
EXAMINADAS, REPROVADAS E PERCENTUAL DE REPROVACAGD,
CAMPINAS - 1999

Reprovada ne Teste
Titulagdo ' Poténcia Titulagio e Poténcia °
(Antigenicidade) (Imunogenicidade)
ANO | N° Part. % N* Part, % Repr. N Part. % Repr.
Repr./Ex.* | Repr’ Repr./Ex. Repr./Ex

1988 1/106 0,9 7/106 6,6 5/106 4,7
1989 0/48 0 0/48 0 0/48 0
1990 0/77 0 2177 2,6 3/77 39
1991 2/91 2,2 3/91 33 3/91 33
1992 0/149 0 3/149 2,0 1/149 0,7
1993 1/124 0,8 0/124 0 2/124 1,6
1994 10/140 7.1 3/140 2,1 17140 0,7
1995 0/15 0 0/15 0 0/15 0
1696 5/141 3,5 4/141 2.8 6/141 4,3
Total 19/891 2,1 22/891 2.5 21/891 2.4

! Titulagfio = titulo da vacina anti-rabica atennada. Titulo minimo para ndo ser reprovada = 10°- 7 003 mL. IC
em camundongos com 11-14 g

* Poténcia = determinagio da capacidade imundgena da vacina anti-rdbica atenuada pelo método de Koprowskd,
devendo esta proteger, no minimo, 70% das cobaias inoculadas para ser aprovada.

*Tit. + Pot. = vacina reprovada pelos festes de Tinlacio ¢ Poténcia.

*N°. Part. Repr./Ex. = namero de partidas reprovadas/examinadas

94 Repr. = percentual de reprovagio



5. DISCUSSAQ

5.1. Discussio do resuitado global de aprovacio

Como ja mencionado anteriormente, a vacinagio é um dos métodos mais efetivos na
prevencdo da raiva nos animais. Vacinas ineficazes ou com baixa concentragio antigénica
poderdo levar ao comprometimento de todo um programa profilatico. Em decorréncia do
controle de vacinas ser essencial para se garantir a qualidade do produto final, este tem sido alvo
de incessantes questionamentos quanto a eficicia das provas de controle, sendo a incorporagio
de técnicas mais avangadas uma preocupacdc constante de diversos pesquisadores
(FERGUSON, SEAGROATT, SCHILD, 1986, MICELI, TORROBA, DiAZ, 1993,
ROOIJAKKERS er af., 1996, SIZARET, 1996), principalmente com relagdo aos testes de
poténcia. Porém, apesar de suas limitagdes e controvérsias, estes tém sido Gteis ao proposito de
assegurar o uso de vacinas potentes no campo (GUPTA, 1997),

Os resultados obtidos neste trabalho de analise da vacina inativada nacional permitiram
verificar que, desde 1988 até 1996, a quase totalidade dos percentuais de aprovagio ndo
diferiram estatisticamente entre si. Somente o resultado de 1996 apresentou percentual de
aprovaglo inferior aos dos anos anteriores mas que foi estatisticamente detectado apenas
quando comparado aos anos de 1991 ¢ 1992 (tabela 3).

Ao se analisar a vacina inativada nacional segundo o substrato verificou-se que, desde
1988 ate 1996, os percentuais de aprovacio de acordo com todos os tipos de cultivo (célula
BHK-21, célula NIL-2 e cérebro de camundongo lactente) ndo diferiram estatisticamente ao
nivel de rejeicdo de 5%. Note-se que, nas vacinas produzidas em células NIL-2, as aprovagbes
foram na quase totalidade igual a 100% e, nas vacinas produzidas em cérebro de camundongo
lactente houve 100% de aprovagdo em todos os anos (tabela 4).

O resultado de aprovagiio da vacina produzida em cérebro de camundongo lactente
confirma sua excelente imunogenicidade concordando com as observagdes de DELLEPIANE &
DIAZ (1987). Porém, no Brasil, esta é monovalente, ou seja, preparada com apenas uma estirpe
do virus rabico, CVS ou PV, e nio trivalente o que, de acordo com DIAZ, DELLEPIANE,

PALOMO (1989), a monovalente ¢ menos eficaz para a protegio contra a infeccio pelo virus
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rabico. Além disso, ¢ interessante notar que, apesar das citagSes de trabalhos sobre uma
eventual ocorréncia de reagio neuroalérgica (BLANCOU, 1986, GALLINA ef al., 1995, DIAZ,
1996), esta vacina, desde 1988 até 1996, ndo apresentou nenhuma alteragio no teste de
inocuidade, portanto, pode-se dizer que esta € segura, como também foi demonstrado por
DELLEPIANE e DIAZ (1987). Ao contrario de GALLINA et al. (1995), ndo foram observadas
particulas na vacina as quais seriam responsaveis pela obstrugio de agulhas. Por ser protetora e
segura, justifica-se a n3o purificagio das proteinas imunogénicas, como a glicoproteina, pois
aumentaria o custo de produggo, como foi descrito por SCHETTERS (1995).

Com relac¢do aos percentuais de aprovagfo da vacina inativada importada, verificou-se
que desde 1992 até 1996, estes também ndo diferiram estatisticamente. O mesmo ocorreu
quando as vacinas importadas foram analisadas segundo o substrato (tabela 6.

Note-se que, a maioria das vacinas foi produzida em célula BHK-21 onde as aprovacdes
foram na quase totalidade igual a 100%. A importacdo de vacinas produzidas em células NIL-2
comegou apenas em 1994 e, as produzidas em cérebro de camundongo lactente, em 1995,
ambas com 100% de aprovaciio em todos os anos. Como estas vacinas foram controladas e
aprovadas no teste de poténcia N.LH. nos paises de origem, pode-se dizer que ndo houve
alteragBes entre os resultados dos testes N.1.H. e Habel, ou seja, contradigdes de aprovagiio e
reprovago entre os laboratorios e entre diferentes testes de poténcia nfio ocorreram, apesar de
citagBes de que ha grande variabilidade nos resultados de testes realizados em diferentes
laboratorios ¢ até mesmo em um unico laboratério, principalmente com relacio ao N.LH.
(BARTH, DIDERRICH, WEINMANN, 1988).

Ao se comparar os limites de confianca da vacina inativada nacional com os da inativada
importada verificou-se que, desde 1991 até 1996, os percentuais de aprovagio desta foram
superiores aos da nacional, com exce¢do dos percentuais de aprovagio dos anos de 1992 e 1995
os quais ndo diferiram (tabelas 3 e 5).

Ja, com relagdo a vacina atenuada nacional, demonstrou-se pela comparagio dos limites
de confianca que os percentuais de aprovagdo dos anos de 1988, 1992 e 1993 diferiram
estatisticamente dos demais anos. Assim, ¢ percentual de aprovacio de 1988 diferiu dos anos de
1989, 1992, 1993 ¢ 1995, O percentual de aprovacio de 1992 diferiu dos anos de 1989, 1994,
1995 e 1996. E o percentual de aprovacdo de 1993 diferiu dos anos de 1994 e 1996. Note-se
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que os anos dos maiores percentuais de aprovacio foram 1989, 1992, 1993 ¢ 1995 (tabela 7).
Portanto, os percentuais de aprova¢do variaram no tempo, mas ndo para uma melhora
crescente.

E interessante notar que nio existem vacinas atenuadas importadas. De acordo com
SCHETTERS (1995), vacinas atenuadas podem no ser registradas em certos paises quando a
importacdo de amostras estranhas aqueles paises ¢ proibida. Quando isto ocorre, a industria
devera produzir a vacina atenuada no pais onde esta serd comercializada ou desenvolver uma
vacina inativada no pais de origem. Também um maior uso de vacinas inativadas para a
imunizagdo dos animais tende a ser estimulado em decorréncia de recentes avancos nas técnicas
de producdo das vacinas (OMS, 1984, WHO, 1992}, sendo o uso de vacinas atenuadas
justificado apenas em areas onde a raiva ¢ freqilente (OMS, 1984).

Através da comparagdo entre a vacina inativada nacional e a atenuada nacional
verificou-se que, desde 1988 até 1996, os percentuais de aprovagio entre estas ndo diferiram
estatisticamente, com exce¢do do percentual de aprovagio do ano de 1989 o qual diferiu
(tabelas 3 e 7).

Estes resultados sdo compativeis com os obtidos por varios autores os quais também
verificaram que uma boa vacina inativada pode ser to efetiva quanto uma atenuada, com a
vantagem de ser mais segura € estavel.

LARGHI ez al. (1979) verificaram que a vacina produzida com virus PV em célula BHK
e inativada com etilenoimina protegeu 89% (8/9) dos cies quando desafiados 3 anos depois de
vacinados, como as vacinas atenuadas.

Ja, ATANASIU ef al (1968) verificaram comportamento semelhante da vacina
produzida em cérebro de camundongo lactente, com adjuvante de hidréxido de atuminio, com a
vacina tipo ERA (atenuada), apesar da primeira apresentar resultado um pouco inferior & ltima.

Com relagdo as vacinas produzidas em células NIL-2 SOULEBOT et al. (1982) também
verificaram que estas conferiam igual prote¢fo, ou até mais alta, do que as vacinas atenuadas.

Verifica-se, portanto, que as vacinas inativada e atenuada nacionais apresentaram igual

eficacia quanto & aprovacio nos testes de controle realizados neste trabalho.



5.2. Discuss@io da aprovacio segundo a espécie animal a que se destina a vacina

£.2.1. Vacina Inativada Nacional e Importada

Cao e Gato: A anahise destas vacinas permitiu verificar, pela comparagio dos limites de
confianca, que desde 1988 até 1996, quase todos os percentuais de aprovagiio ndo diferiram
estatisticamente ao nivel de rejeicdo adotado de 5%. O ano de 1995 foi o unico que apresentou
100% de aprovacio (tabelas 8 ¢ 9).

Bovino: De 1988 até 1996, quase todos os percentuais de aprovacdo ndo diferiram
estatisticamente. Houve diferenca estatisticamente significante apenas entre os percentuais de
aprovacido dos anos de 1988 e 1989 quando confrontados com os anos em que houve 100% de
aprovagdo, ou seja, 1991, 1993, 1994 ¢ 1995 (tabelas 8 ¢ 9).

Ao se comparar a vacina destinada apenas para bovinos com as vacinas destinadas a

ruminantes, equlinos, cies e gatos bem como com as destinadas a diferentes grupos de espécies
animais, desde 1988 até 1996, verificou-se que estas apresentaram comportamento semelhante,
com excecdo dos anos de 1989, 1991, 1993 e 1994.
Ruminante, Eqiilino, Cio e Gato: Verificou-se que quase todos os percentuais de aprovagio
ndo diferiram. Houve diferenca estatisticamente significativa apenas entre ¢ percentual de
aprovagio de 1989, ano em que ndo houve reprovagio, quando confrontado com os anos de
1994 ¢ 1996 ¢ 1992 (tabelas 8 ¢ 9).

Ao se comparar a vacina destinada para ruminante, eqiiino, cio € gato com as vacinas
destinadas a diferentes grupos de espécies animais, desde 1988 até 1996, verificou-se que estas
apresentaram comportamento semelhante, com excecdo do ano de 1996.

Vacinas destinadas a diferentes grupos de espécies animais; Verificou-se que também quase
todos os percentuais de aprovagio ndo diferiram. Houve diferenca estatisticamente significativa
apenas entre o percentual de aprovagiio do ano de 1988 guando confrontado com os anos de
1994, 1995 e 1996 ¢ o do ano de 1993 quando comparado com o de 1995,

£,2.2. Vacina Anti-Rabica Atenuada

Cae: Verificou-se que, desde 1992 até 1995, todos os percentuais de aprovagidc ndo diferiram.

Houve diferenca estatisticamente significativa apenas entre o percentual de aprovagdo do ano de
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1996 quando confrontado com os demais anos. Note-se que a producgio da vacina atenuada
destinada a cles teve inicio em 1992 (tabela 10).

Ao se comparar a vacina destinada para cles com as duas posteriores desde 1992 até

1996, verificou-se que estas apresentaram comportamento semelhante, diferindo apenas no ano
de 1994,
Bovino, Ovine, Caprine, Eqiline e Cao: Demonstrou-se que varios percentuais de aprovagdo
ndo diferiram. Porém, houve diferenga estatisticamente significativa entre os percentuais de
aprovagdo dos anos de 1988 ¢ 1994 quando confrontados com os anos de 1989, 1990, 1993
1995, visto que nestes Ultimos houve 100% de aprovagio (tabela 10).

Ao se comparar a vacina destinada para bovino, ovino, caprino, eqliino e cio com a
vacina destinada a bovino, ovino, caprino, eqiiino, cdo e gato desde 1988 até 1996, verificou-se
que estas apresentaram comportamento semelhante, diferindo apenas nos anos de 1990 e 1996.
Bovino, Qvino, Caprino, Eqilino, Cio e Gato: Houve diferenca estatisticamente significativa
entre os percentuais de aprovagdo dos anos de 1989 e 1995 quando confrontados com os anos

de 1990, 1991, 1994 ¢ 1996. Além disso, o percentual de aprovacio do ano de 1992 diferiu dos
anos de 1990 e 1996.

5.3. Discussio do teste que forneceu resultado de reprovacio:

A avaliagio da eficicia das vacinas anti-rdbicas testadas no presente trabalho foi
relevante para a obten¢do de dados que mostraram alguns pontos onde a inddstria produtora € o
laboratorio de controle oficial deverdo reter matores cuidados e/ou melhorias em sua linha de
producdo ¢ nos métodos de controle.

Apesar dos recentes avangos em imunologia, vacinas em geral, ndo sdo consideradas
bem caracterizadas baseadas apenas em suas propriedades fisico-quimicas devido ao escasso
entendimento da rela¢do entre as caracteristicas antigénicas e imunogenicidade (GUPTA, 1997).
Portanto, énfase tem sido colocada no processo de produgdo e no controle de qualidade do

produto final, principalmente para os testes de seguranca e poténcia em animais.
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5.3.1. Vacina Anti-Ribica Inativada:

Como demonstrado nos resultados, as vacinas inativadas foram reprovadas, de 1988 até
1996, por trés testes: poténcia (6,4%), inocuidade (0,06%) e esterilidade (0,06%). Pela
comparagdo dos limites de confianca, observou-se que todos os percentuais de reprovacio de
cada teste ndo diferiram estatisticamente entre si, com exce¢dio do percentual de reprovagio do
ano de 1988 quando confrontado com o ano de 1991, no teste de poténeia (tabela 11).

Porém, através da compara¢io do teste de poténcia com os demais testes (inocuidade e
esterilidade), verificou-se que os percentuais de reprovacio diferiram, havendo maior
reprovagao pelo teste de poténcia.

Reprovagdes no teste de poténcia podem ser indicio de que podera estar ocorrendo, na
indUstria produtora, maiores problemas com relagdo 4 obten¢@io de um imundgeno realmente
capaz de induzir o sistema imunoldgico a conferir protegfio contra o virus rabico. Isto ressalta a
importancia de se utilizar antigenos bem caracterizados, métodos consistentes de produgo,

equipamentos validados e de se testar e documentar os procedimentos utilizados na fabricacio

da vacina (GUPTA, 1997).

Além disso, apesar da majoria das vacings anti-rabicas para uso animal testadas neste
trabalho serem produzidas com estirpes obtidas da amostra original de Pasteur, houve algumas
produzidas com as estirpes ERA e Flury LEP as quais sdo antigenicamente diferentes das
amostras de Pasteur (CRICK ez a/., 1981). Das vacinas ERA inativadas, 12 partidas (34,3%)
foram reprovadas no teste de poténcia de Habel e 23 (65,7%) foram aprovadas. J4, na vacina
Flury LEP (importada} nfo houve reprovacio, mas foram apenas 3 partidas analisadas pois a
importagdo desta comegou em 1996, apesar de que em 1998, esta apresentou dificuldades para
ser apro?ada no teste de poténcia (dados ndo apresentados nos resultados). Acredita-se que
talvez algumas destas reprovagles tenham sido em decorréncia de um desafio heterdlogo, onde
a estirpe vacinal € antigenicamente diferente da estirpe desafio, como ocorre com o teste de
poténcia N.IH. (BARTH R, DIDERRICH G., WEINMANN E., 1988, BLANCOU ef al.,
1989) visto que na prova de Habel o desafio e a vacinagio também sdo IC e IP,
respectivamente. Apds vacinagdo imtraperitoneal, verifica-se que h4 mais atividade soro
neutralizante conira uma amostra homologa do que uma heterdloga, o que explica uma maior

habilidade de vacinas derivadas da amostra Pasteur a protegerem contra um desafio com CVS
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(também derivado da amostra Pasteur) (CRICK ef o/, 1981). Como no teste N.1.H. mede-se
mais estritamente a imunidade humoral do que a celular, em decorréncia da imunizacio
intraperitoneal e desafio intracerebral, os anticorpos neutralizantes especificos sdo a fonte
principal de protegio em camundongos (WUNDERLI ef al., 1991), explicando-se a diversidade
nos resultados de estirpes vacinais diferentes antigenicamente das de desafio. Também,
adjuvantes presentes na vacina tém efeito imuncestimulante quando administrados
intramuscularmente, mas ndo intraperitonealmente, portanto, a vacinacio IP ndo reflete a
verdadeira capacidade imundgena de vacinas com adjuvantes. No teste N.IH., um desafio
heterologo pode medir apenas 20% da poténcia de uma vacina, ndo havendo uma satisfatoria
correlagio, nesta situaco de desafio, entre os valores antigénicos de uma vacina determinados
por este teste com a imunogenicidade desta no hospedeiro animal (BARTH R., DIDERRICH
G., WEINMANN E_, 1988). Além disso, no N.LH., a vacina que esta sendo testada (desafio
heterologo) € comparada com uma de referéncia produzida com estirpe derivada da de Pasteur
{desafio homologo).

Os resultados obtidos no teste de poténcia da vacina ERA inativada (34,3 % de
reprovacio) refletem a necessidade de estudos mais especificos da relagio das estirpes vacinais
e de desafio na indugio de prote¢do, verificando se tal fato realmente esti ocorrendo no teste de
Habel ou se € devido a outros fatores diretamente relacionados com a producio deste tipo de
vacina.

Portanto, diante dos problemas citados acima, no Brasil, ha a necessidade de serem
implantadas técnicas mais modernas para o controle da poténcia das vacinas inativadas,
principalmente se for considerar a probabilidade de uma futura comercializégﬁo de vacinas
recombinantes no mercado nacional, particularmente a constituida por nucleoproteina visto que
sua capacidade imunogénica € subestimada nos testes de poténcia realizados atualmente com as
vacinas anti-rabicas de uso animal a nivel nacional. Testes “in vitro” como o ELISA tém
mostrado uma satisfatoria correlagdo do conteiido de glicoproteina com os valores de poténcia
obtidos no N.I.H., mas ndo com o conteude de nucleoproteina (ROOIJAKKERS et al., 1996).

O mecanismo de protegdo conferido pela proteina N tem sido explicado pela indugdo por
esta de células T CD 4 * as quais aumentariam a produgio de anticorpos neutralizantes anti -

glicoproteina apos uma infecfio com desafio periférico (DIETZSCHOLD e al., 1987 b).
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Porém, atualmente, tem sido demonstrado que a proteina N € um superantigeno especifico para
linfocitos T V[ 8 0 que permite uma ativacio macica de células T, com a liberagio de grandes
quantidades de linfocinas. Além disso, os proprios anticorpos anti-N tém conferido protegdo por
disparar a lise de células infectadas via complemento ou citotoxicidade dependente de anticorpo
(SONODA et al., 1993).

Com relagdo ao teste de esterilidade, as poucas reprovagdes (0,06%) neste podem
refletir uma maior assepsia e controle de contaminantes durante o processamento. Porém, ¢
importante salientar que um efetivo controle de esterilidade deve basear-se mais na aplicacdo de
técnicas e procedimentos corretos de producdo do que nos resultados das provas de esterilidade
praticadas em certo numero de amostras do lote final, visto que com apenas a realizagio desta
prova no produto final, uma determinada partida contaminada poders ndio ser identificada. E
claro que as chances de se detectar uma partida ndo estéril sio maiores quando se aumentam o
numero de amostras daquela partida a serem examinadas. Mas, se houver uma baixa taxa de
contamina¢do de determinado lote, sempre existird o risco de nfo se detectar tal contaminacio
(OMS, 1973). Portanto, ndo apenas o controle do produto final € de extrema importincia, mas
os regulamentos de boas praticas de produgio (GMP) devem ser seguidos rigorosamente a fim
de se conseguir vacinas seguras e também potentes (GUPTA, 1997).

Ao avaliar a reprovagdo das vacinas inativadas segundo a espécie animal, verificou-se
que no teste de poténcia de Habel houve reprovacgio naquelas destinadas a cio e gato; a bovino,
a ruminantes, eqiiino, cdo e gato e a diferentes grupos de espécies animais (tabelas 12, 13, 14,
15 e 16). Os percentuais de reprovagio destas vacinas ndo diferiram estatisticamente no periodo
estudado. Somente os anos em que ndo houve reprovacgio divergiram de alguns onde existiram
reprovagdes, sendo que a diferenca estatistica dos limites de confianca entre estes anos foi,
obviamente, a mesma da avaliagdo da aprovagio segundo a espécie animal, assim, por exemplo,
na vacina destinada a cdo e gato, o percentual de reprovagio de 1995 (0%) diferiu dos
percentuais de reprovagdo dos anos de 1988, 1989, 1990, 1993 e 1994, como na avaliacio do
percentual de aprovagdo em que 1995 (100% de aprovagio) também diferiu destes anos.

Ja, com relagio ao teste de inocuidade, verificou-se que apenas a vacina destinada a
ruminante, eqliino, cdo e gato foli reprovada por este em 1991, mas nio diferiu estatisticamente

dos dernais ano$ em que ndo houve reprovacao.
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No teste de esterilidade, houve reprovagiio apenas em 1996 na vacina destinada a
ruminantes, ¢do e gato (pertencente a diferentes grupos de espécies animais), sendo que ndo
houve diferenca estatisticamente significativa ao ser comparada com os demais anos nos quais
nfo houve reprovagio.
£.3.2. Vacina Anti-Ribica Atenuada:

Como demonstrado nos resultados, as vacinas atenuadas foram reprovadas pelos testes
de: poténcia (2,5%), titulagdo (2,1%), inocuidade (0.3%), esterilidade (0,3%), poténcia e
titulag8o (2,4%) e poténcia e esterilidade (0,2%) demonstrando que, diferente das vacinas
inativadas, nas atenuadas varias partidas foram reprovadas por mais de um teste em quase todos
0s anos (tabelas 18 ¢ 19).

As maiores taxas de reprovagio foram em decorréncia dos testes de poténcia e/ou
titulagio cujos percentuais, ao serem comparados, foram estatisticamente iguais no periodo
estudado, apresentando praticamente os mesmos valores de reprovacio em poténcia e titulagio.
Isto confirma a necessidade do uso de métodos mais consistentes na producio para a obtengio
de estirpes vacinais bem caracterizadas, em quantidades apropriadas e que sejam capazes de
induzir adequadamente o sistema imunologico do individuo para conferir prote¢@o contra um
desafio com virus rabico (TIZARD, 1985, GUPTA, 1997). Na reprovacdo pelo teste de
poténcia, atraves da comparagio dos limites de confianca, observou-se que ndo houve diferenca
significativa entre seus percentuais, com excegdio dos percentuais de 1988 e 1996 os quais
diferiram estatisticamente de 1989, 1993 e 1995 cujos anos nio houve reprovacio.

Na reprovagéo pelo teste de titulagdo, os percentuais de 1991 e 1994 também diferiram
estatisticamente dos anos em que ndo houve reprovagio, ou seja, 1989, 1990, 1992 e 1995.
Além disso, o percentual de reprovacio de 1988 diferiu estatisticamente do percentual de 1994,

Ja, na reprovacio pelos demais testes, isto é, mocuidade, esterilidade, poténcia e
esterilidade observou-se que todos os percentuais ndo diferiram estatisticamente desde 1988 até
1996. Apesar do teste de esterilidade realizado ndo ter pesquisado a presenga de virus
contaminantes, 0s parvovirus podem ser encontrados em vacinas atenuadas produzidas em
cultivo celular (OMS, 1984). E interessante salientar que as reprovagdes nos testes de
inocuidade e esterilidade das vacinas atenuadas foram superiores (0,3%) as das inativadas

(0,06%), apesar da inexisténcia de diferengas estatisticas entre estes valores. Inocuidade



insatisfatoria em vacinas atenuadas pode ser indicio de que determinadas inddstrias tém
dificuldades em se determinar a seguranca da estirpe vacinal, levando a possibilidade de
ocorréncia de patogenicidade residual na espécie especifica. Para se certificar de que ndo ha o
perigo de reversdo da patogenicidade, testes de inocuidade na espécie especifica deveriam ser
realizados tanto pela indistria produtora como pelo 6rgio controlador em cada partida ou pelo
menos no periodo em que a estirpe ou a vacina serdo registrados (WHO, 1992). Além disso, o
uso de antigenos bem caracterizados e controlados, métodos consistentes de produgio,
equipamentos validados ¢ a documentacio e fiscalizacdo dos procedimentos utilizados na
fabricagio da wvacina (GUPTA, 1997) também sdo de importdncia para se evitar
comprometimento de mocurdade.

Ao avaliar as reprovagdes das vacinas atenuadas segundo a espécie animal, verificou-se
que na destinada a cdes houve reprovagGes apenas em 1996 pelo teste de titulagio (3 partidas) e
pelos testes de poténcia e titulagiio, associadamente (1 partida), sendo que, estatisticamente,
seus percentuais de reprovagio nio divergiram dos demais anos {tabela 20).

Ja, a vacina anti-rabica atenuada destinada a ruminante, eqiino e c3o foi reprovada, de
1988 até 1996, pelos testes de poténcia; titulagdo; inocuidade; poténcia e titulacdo e poténcia e
esterilidade, sendo que seus percentuais de reprovagio nio diferiram estatisticamente ao serem
comparados durante os anos. Apenas alguns percentuais no teste de poténcia e também na
titulacdo diferiram dos anos em que n3o houve reprovacdo (tabelas 21 e 22).

A vacina anti-rabica atenuada destinada a ruminante, eqiiino, cio e gato foi a que
apresentou maior numero de reprovagdes nos anos estudados e em todos os testes, apesar de
muitos percentuais serem estatisticamente iguais 4s duas vacinas anteriores. Ao serem
comparados os percentuais de reprovagio em cada teste, verificou-se que nfio houve diferenga
estatisticamente significativa entre os anos. Apenas no teste de titulagio o percentual de 1994

diferiu estatisticamente dos anos em que n3o houve reprovagdo por este teste, ou seja, 1988,
1989, 1992 e 1995 (tabelas 23 e 24).



66

5.4 Discussio da comparacio entre os testes de Imunogenicidade e Antigenicidade

Atraveés da comparagdio dos testes de Imunogenicidade {(teste de Poténcia) e
Antigenicidade (teste de Titulagdo), verificou-se que a realizagio de ambos ¢ necessaria para a
aprovagdo, no Brasil, de uma vacina anti-rabica atenuada. Isto porque, se for efetuado apenas
um destes, poténcia ou titulagdo, a vacina podera ser aprovada quando, na realidade, seria
reprovada pelo teste no realizado (tabela 25) (BRASIL, 1988).

No presente caso, através da andlise do total de partidas examinadas desde 1988 até
1996, verificou-se que 62 partidas (6,9%) de vacinas atenuadas foram reprovadas por um dos
testes citados acima ou por ambos. Se apenas o teste de titulagio tivesse sido realizado, apenas
40 partidas (4,5%) seriam reprovadas, restando 22 partidas (2,5%) aprovadas que, na realidade,
ndo seriam satisfatonias para entrarem no mercado visto que foram reprovadas apenas pelo teste
de poténcia. Além disso, ndo se pode deixar de observar que destas 40 partidas reprovadas, 21
(2,3%) tambem seriam reprovadas pelo teste de poténcia. O mesmo acontece quando realizado
apenas o teste de poténcia.

A necessidade de ndo se excluir o teste de poténcia para o controle das vacinas
atenuadas deve-se ao fato do antigeno presente em uma vacina ndo refletir a capacidade de
estimular adequadamente o sistema imunologico. Isto porque nem todos os antigenos sio
imunogénicos, ou seja, nem toda substdncia quimica que tenha a habilidade de se ligar a uma
imunoglobulina ou receptor de célula T ¢ capaz por si prépria de induzir uma resposta imune. A
imunogenicidade dependera do tamanho molecular, complexicidade quimica e a substincia
devera ser estranha ao organismo (PARSLOW, 1997 b). Apenas a determinagdo do conteido
de antigeno, apesar de importante, ndo indicara qual substancia estara presente na vacina, assim,
neste teste, ndo ha como saber se nesta as proteinas imunogénicas estarfio intactas e presentes
em maior ou menor quantidade, se serdo reconhecidas pelas imunoglobulinas (epitopos da célula
B) e se serdo processadas adequadamente pelas células apresentadoras de antigeno, com
apresentacio de epitopos especificos aos linfocitos T. Além disso, a habilidade de se estimular
uma resposta imune ¢ a natureza ¢ intensidade desta resposta também dependem da constituigdo

genetica do individuo, a via de contato ¢ dos métodos utilizados para se detectar a resposta
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(PARSLOW, 1997 b), justificando-se ainda mais o uso do teste de poténcia realizado em

cobaias, apesar deste ndo ser especifico para as espécies a qual se destina a vacina.

5.5. Consideracdes finais

A realizac8o dos testes de controle das vacinas anti-rabicas para uso animal ¢ de extrema
importéncia para a saude publica e também econémica. Uma vacina anti-rabica efetivamente
controlada garantird uma boa induciio da resposta imune no rebanho animal e,
consegiientemente, contribuira para o sucesso em um programa de profilaxia da raiva.

Todas as partidas de vacinas anti-rabicas comercializadas no Brasil sio controladas com
a finalidade de se garantir a eficacia destas. Portanto, no mercado nacional, hd somente vacinas
que foram aprovadas em todos os testes de controle.

A avaliag@o da eficacia das vacinas anti-rabicas comercializadas no Brasil sera relevante
para o laboratorio onde € realizado o controle oficial das vacinas no cumprimento de sua missdo
fiscalizadora {(I.LARA/Campinas) € para a industria produtora pois fornecera dados que
mostrardo os pontos criticos merecedores de matores cuidados e/ou melhorias no controle ou na
linha de produgBo. Assim, poder-se-a obter produtos com qualidade cada vez melhor,
reduzindo, no futuro, as reprovacgdes das vacinas submetidas ao controle.

O namero de doses reprovadas podera ser inferior ao dos anos estudados, permitindo-se
menos prejuizos econdmicos 4 induastria € a comercializagio de maior nimero de doses de
vacinas. Como ja demonstrado anteriormente, de 1988 a 1996, foram reprovadas 5,5 % do
mamero total de doses, o que equivale a 17.720.835 doses de vacinas desprezadas, ou seja, nio
comercializadas, representando incalculavel prejuizo as industrias.

E importante ressaltar que, embora as vacinas nacionais, inativadas e atenuadas, tenham
apresentado percentuais de aprovagdio altos (93,4% e 92,1%, respectivamente), ainda
necessitam aprimoramento da qualidade de producdo, visto que a eficicia destas foi inferior
guando comparada com as vacinas importadas.

Como ndo foram avaliados os laboratérios e sim as vacinas por eles produzidas, compete
a estes examiparem a necessidade ou ndo de melhoria na qualidade de produgio. Em caso

afirmativo, identificar os principais pontos criticos de controle na produgio. Isto demonstra a
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importancia da comunicagiio, pelo Ministério da Agricultura, do teste em que determinada
partida foi reprovada.

Portanto, com a produgio e controle agindo associadamente, a eficacia das vacinas anti-
rabicas nacionais tende a ser cada vez mais alta e até podendo, em um futuro proximo, vir a

superar as vacinas importadas.
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6. CONCLUSOES

6.1. Vacina Inativada Nacional e Importada

s As vacinas inativadas nacionais € importadas apresentaram taxas de aprovagio com
flutuagdes ndo significantes ao longo do tempo de estudo (comportamento homogéneo);

e A vacina inativada importada apresentou comportamentc de aprovagio superior ao da
inativada nacional;

» Quanto a aprovagdo segundo o substrato (célula BHK-21, NIL-2 e cérebro de camundongo
lactente), vacinas inativadas nacionais e importadas apresentaram igual comportamento nos
periodos examinados;

e Quanto a aprovacao segundo a espécie amimal, a vacina inativada nacional apresentou, ao
longo do tempo de observagdo, flutuagiio nos percentuais de aprovagiio. A destinada para
cdes e gatos apresentou maior nimero de aprovagdes em comparacdo com as demais. A
inativada importada nio apresentou, desde 1992 até 1996, tal flutuacio.

» A razdo da reprovagdo da vacina inativada nacional foi principalmente o teste de poténcia;

e A razdo da reprovacdo da vacina inativada importada foi o teste de poténcia,

e A vacina inativada nacional apresentou, quanto a reprovagio, comportamento homogéneo
em cada teste no periodo estudado, porém ndo apresentou igual comportamento quando

analisada separadamente de acordo com a espécie animal a qual se destina, com melhor

desempenho as vacinas para cies e gatos.

6.2. Vacina Anti-Rabica Atenuada

e A vacina atenuada ndio apresentou, de 1988 a 1996, comportamento homogéneo quanto a
aprovagao,

e A vacina atenuada apresentou taxa de aprovagéo igual ao da inativada nacional;

e A vacina atenuada no apresentou comportamento homogéneo no periodo examinado quanto

a aprovacdo segundo a espécie amimal a que se destina a vacina, visto que sempre o

percentual de aprovagio de um ou mais anos diferiam dos demais;

® A razio da reprovacdo da vacina atenuada foi principalmente devido aos testes de poténcia;

poténcia e titulagdo; e titulagio;
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e A vacina atenuada apresentou, desde 1988 até 1996, comportamento homogéneo na
reprovacdo pelo teste de inocuidade e de esterilidade. Porém, ndo apresentou igual
comportamento, no periodo estudado, na reprovagiio pelos testes de poténcia, titulagio e
poténcia e titulagio;

» A vacina atenuada nfio apresentou comportamento homogéneo quanto a reprovagido de
acordo com a especie animal nos testes de poténcia e titulagio, com excecdo da destinada a

caes. Nos demais testes apresentou comportamento homogéneo;

6.3. Vacinas Nacional e Importada

As vacinas anti-rbicas nacionais, inativada e atenuada, embora tenham apresentado igual

eficacia, mostraram-se inferiores & vacina inativada importada.

6.4. Imunogenicidade e Antigenicidade - Vacina Atenuada
o A realizacdo simultdnea dos testes de Imunogenicidade (Poténcia) e de Antigenicidade

(Titulagdo) para a aprovagio de uma vacina anti-rabica atenuada revelou-se ser de extrema

importéncia.
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