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RESUMO

Dez lotes de vacina contra a Raiva, tipo Fuenzalida & Palacios, liquida, uso humano,
produzidos no Instituto Butantan, foram estocados as temperaturas de 45, 37, 28 e 2-8°C.
Amostras de cada lote, colhidas a intervalos de tempo que variavam com a temperatura de
estocagem, tiveram sua poténcia (valor antigénico) determinada pelo método do N.L.H.
Foram consideradas satisfatérias vacinas portadoras de um valor antigénico (VA) =0,3.
Foi verificado que apenas um dos lotes apresentou VA inferior ao minimo requerido, apés
2 h de exposicio a 45°C. Todos os lotes mantiveram VA satisfatério até 3 dias de
armazenamento de 37°C, enquanto que, a 28 e 2-8°C, o mesmo ocorreu com 10 e 360
dias, respectivamente. A temperatura ideal de armazenamento (2-8°C), 100% dos lotes
retiveram a poténcia minima por periodo de tempo mais longo (16 meses) do que o prazo
de validade (12 meses), o que permite sugerir que a validade da vacina contra a Raiva, que
nos paises da América Latina e Caribe € de 6 a 12 meses, poderia ser ampliada para 16
meses, de modo a evitar o descarte de produto em condi¢des de uso.

UNITERMOS: Vacina contra a Raiva; Termoestabilidade; Poténcia; Valor Antigénico.

INTRODUCAO

A Raiva, no Brasil, assim como na maioria dos
paises da América Latina e Caribe, constitui grave
problema de satide piiblica. Segundo informes pu-
blicados pelo CEPANZO'', de 1986 a 1989 foram
notificados 800 casos de raiva humana nas Améri-
cas, sendo 183 no Brasil. A vacinac¢do contra a
Raiva é, pois, de fundamental importéncia, de vez
que permite ndo sé prevenir, mas também realizar
o tratamento de pessoas agredidas por animais rai-
VOSOS Ou suspeitos.

A vacina contra a Raiva mais utilizada na
América Latina e Caribe é do tipo Fuenzalida &
Palacios?, cuja eficiéncia imunolégica tem sido
comprovada em vdrios trabalhos experimen-
tais®1%13, Entretanto, essa eficiéncia é real quan-
do seu valor antigénico (VA) € maior ou igual
ao requisito minimo de poténcia da vacina Refe-
réncia’.

A vacina contra a Raiva de uso humano € dis-
tribuida pelo Ministério da Satdde a todas as re-
gides do pais. Fatores tais como longas distincias a
serem percorridas e clima quente contribuem para
expor a vacina a temperaturas inadequadas € cons-
tantemente a Rede Oficial de Saide tem diividas
quanto ao uso ou nio de vacinas expostas a tempera-
turas impréprias por perfodos varidveis de tempo.

Embora a estabilidade de vérios tipos de vaci-
nas contra a Raiva, em fung¢do do tempo de
estocagem, tenha sido objeto de estudos®’, pesquisa
mais detalhada sobre a termoestabilidade da vacina
tipo Fuenzalida & Palacios (uso humano) se fazia
necessdria, constituindo-se no objetivo deste artigo.

MATERIAL E METODOS

Vacina - Dez lotes de vacina contra a Raiva,
liquida, tipo Fuenzalida & Palacios, uso humano,
inativados por radiagio ultra-violeta, envasados em
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ampolas de 1,0 ml, que haviam sido produzidos ha
4 meses pelo Instituto Butantan, foram utilizados
nesta pesquisa. A escolha dos lotes e das ampolas
foi feita ao acaso.

Vacina Referéncia - A vacina Referéncia usada
foi a denominada Referéncia Nacional PB,, . produzi-
da a partir de cérebros de coelhos e aferida conforme
Padrao Internacional do Centro Panamericano de
Zoonoses (CEPANZO), com requisito minimo de 0,3.

Animais - Camundongos suigos albinos de 11-
14 g, criados e mantidos pelo biotério do Instituto
Butantan, foram utilizados em todos os testes.

Teste de Poténcia NIH - Para aferir o valor
antigénico (VA) das vacinas, utilizou-se o método
do National Institutes of Health, EUA, descrito por
SELIGMANN?, calculando-se a DE, (dose eficaz
50%) pelo método de REED e MUENCHS. Os tes-
tes de poténcia foram feitos duas vezes e, em cada
um, foi usado um “pool” de cinco ampolas de vaci-
na e uma amostra referéncia.

Virus desafio - O virus usado para desafio foi
o CVS 31-2 (Challenge Virus Standard) do Centro
Panamericano de Zoonoses (CEPANZO - Calle
Cordoba, 1901 - Martinez - Buenos Aires, Argenti-
na), mantido através de duas passagens em cére-
bros de camundongos de 11-14 g*.

Estocagem e colheita de amostras - Vacinas
ampoladas foram estocadas as temperaturas de 45,
37, 28 e 2-8°C. Amostras foram colhidas apés 1, 2,
3, 4, 8 e 24 h quando estocadas a 45°C; 2, 3, 4, 5,
10, 15 e 30 dias a 37°C; 10, 15, 30, 60 e 90 dias a
28°C, e a cada 90 dias até 18 meses, quando
mantidas a temperatura de 2-8°C.

RESULTADOS

Os resultados obtidos nos testes de poténcia
realizados com os dez lotes de vacina contra a Rai-
va estocados as temperaturas de 2-8, 28, 37 e
45°C, sdo apresentados nas Tabelas 1, 2,3 e 4.

As médias desses resultados demonstraram que
os valores antigénicos (VA) dos lotes de vacina
pesquisados diminuiram mais rapidamente em fun-
¢do do aumento da temperatura de estocagem. As-
sim, nas temperaturas mais elevadas a queda desses
valores ocorreu num periodo mais curto de tempo.
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Tabela 1
Valores antigénicos de dez lotes de vacina contra a
Raiva tipo Fuenzalida & Palacios, estocadas a
2-8°C

VA de vacinas contra a Raiva estocadas a 2-8°C

Lotes Tempo de estocagem (dias)
de
Vacinas 0* 90 180 270 360 450 540
01 1,39 1,39 0,58 0,85 0,59 0,80 0,80
02 426 085 197 1,14 1,03 1,02 095
03 1,87 0,56 0,50 3,20 0,78 0,89 0,76
04 2,19 1,11 1,88 240 1,86 0,77 0,76
05 3,65 245 1,04 1,36 350 032 043
06 084 0,73 066 0,73 047 041 0,16
07 1,02 041 041 1,08 063 027 0,10
08 140 1,70 0,84 1,33 0,65 044 0,20
09 1,74 0,66 0,56 1,05 0,69 0,65 1,01
10 2,09 1,86 0,59 1,53 3,30 0,85 0,56
Médias 2,04 1,17 090 147 1,35 0,65 0,57
(VA)

* O dia zero corresponde a uma estocagem (2-8°)
de quatro meses pos-produgio.

Tabela 2
Valores antigénicos de dez lotes de vacina contra a
Raiva tipo Fuenzalida & Palacios, estocadas a
28°C

VA de vacinas contra a Raiva estocadas a 28°C

Lotes Tempo de estocagem (dias)

de
Vacinas  0* 10 15 30 60 90
01 1,39 052 11,12 031 0,68 0,1
02 426 1,54 1,58 0,8 1,04 0,35
03 1,87 1,33 045 008 031 0,28
04 2,19 200 047 084 1,8 0,24
05 365 1,36 180 053 047 0,29
06 084 048 025 045 022 024
07 1,02 2,00 046 037 020 0,14
08 140 129 0,76 052 035 0,73
09 1,74 124 1,58 044 0,19 0,15
10 209 033 031 0,17 048 031
Médias 2,04 121 0,88 046 0,58 0,28
(VA)

* O dia zero corresponde a uma estocagem (2-8°)
de quatro meses pés-produgio.

Outro fator que influi nessa queda ¢ a poténcia
inicial da vacina, onde lotes com valores superio-
res vio resistir ao aumento de temperatura manten-
do a poténcia minima requerida (VA > 0,3) por
mais tempo.
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Tabela 3
Valores antigénicos de dez lotes de vacinas contra
a Raiva tipo Fuenzalida & Palacios, estocadas a
37°C

VA de vacinas contra a Raiva estocadas a 37°C

Lotes Tempo de estocagem (dias)
de

Vacinas 0* 2 3 4 5 10 15 30
01 1,39 0,51 0,59 0,25 0,37 1,22 0,83 0,07
02 426 0,63 0,79 0,32 1,34 0,39 0,37 0,11
03 1,87 0,47 0,39 0,23 0,35 0,23 0,33 045
04 2,19 044 0,79 0,67 0,21 0,10 0,12 0,12
05 3,65 0,60 0,80 0,32 0,32 0,30 0,22 0,10
06 084 044 049 0,23 0,22 1,10 0,16 0,11
07 1,02 0,70 0,66 0,29 0,12 0,19 0,12 0,20
08 1,40 0,36 047 0,69 034 04! 042 0,52
09 1,74 0,66 0,56 0,67 0,57 0,51 0,14 0,09
10 2,09 0,38 0,57 0,34 0,79 0,22 0,30 0,13

Médias 2,04 0,52 0,61 0,40 046 047 030 0,19

(VA)

* O dia zero corresponde a uma estocagem (2-8°)
de quatro meses pds-produgdo.

Tabela 4
Valores antigénicos de dez lotes de vacina contra a
Raiva tipo Fuenzalida & Palacios, estocada a 45°C

VA de Vacinas contra Raiva estocadas a 45°C

Lotes Tempo de Estocagem (horas)
de
Vacina 0* 1 2 3 4 8 24
61 1,39 1,21 032 024 044 043 0,20
02 426 1,18 0,76 032 920 0,16 0,11
03 1,87 1,99 1,10 1,49 0,68 0,76 0,20
04 2,19 1,23 0,53 033 053 0,14 033
05 365 2,75 1,01 034 040 036 0,21
06 084 089 0,70 049 0,75 0,28 0,22
07 1,02 146 024 035 028 023 0,14
08 1,40 1,15 0,88 0,56 0,56 0,19 0,16
09 1,74 067 037 0,17 027 0,13 0,07
10 2,09 0,77 095 026 020 030 0,06
Medias 2,04 1,33 0,69 045 043 030 0,17
(VA)

* O dia zero corresponde a uma estocagem (2-8°)
de quatro meses pés-produgio

Ap6s duas horas de manutencdo a 45°C, um
lote apresentou VA inferior a 0,3 (Quadro 1). Jd a
37°C, todos os lotes mantiveram valores
antigénicos satisfatdrios até 3 dias de estocagem, 0
mesmo ocorrendo durante 10 e 360 dias, respecti-

Quadro |
Em dez lotes de vacina contra Raiva, niimero de
lotes que mantiveram poténcia minima requerida
(VA 20,3), apds estocagem a 45°C

Tempo de Estocagem a 45°C (horas)
0 1 2 3 4 8 24

N° de lotes

que 10 10 9 7 6 4 |
mantiveram

VA =203

vamente, as temperaturas de 28 e 2-8°C (Tabela
5). A temperatura ideal de armazenamento do pro-
duto, isto €, 2-8°C, a vacina contra a Raiva mante-
ve a poténcia minima requerida até 16 meses apés
a data de producdo (Tabela 6).

O método utilizado para determinar a poténcia
das vacinas (NIH), embora seja oficialmente indi-
cado, pode apresentar grandes variacGes''? e para
minimizé-las, todos os testes foram feitos duas ve-
zes; portanto, os resultados representam a média
dos valores obtidos.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa demons-
traram que os dez lotes de vacina tipo Fuenzalida
& Palacios, liquida, uso humano, produzidos pelo
Instituto Butantan, mantiveram-se estdveis por pe-
riodos longos de tempo, quando estocados em tem-
peratura adequada, isto €, a 2-8°C. Com VA
satisfatério, a vacina induz resposta imunitdria rd-
pida, conferindo efetiva prote¢éo contra a infecgio
pelo virus rabico*'®", o mesmo nio ocorrendo
quando é exposta a condigdes adversas, principal-
mente pela rdpida perda de sua capacidade
antigénica. Por isso, a conservagdio adequada do
produto é essencial, principalmente nas regides
quentes, em que a temperatura pode atingir niveis
préximos a 45°C.

Neste trabalho experimental, 100% dos lotes
pesquisados mantiveram sua capacidade antigénica
por 360 dias de estocagem a temperatura de 2-8°C,
(Tabela 5) o que corresponde a 16 meses da data
de produgdio, ja que as titulagdes iniciais desses
lotes foram feitas quatro meses apds a produgdo.

Resultados semelhantes foram -encontrados
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Tabela 5
Em dez lotes de vacina contra Raiva, niimero de lotes que mantiveram valor antigénico >0,3

Niamero de lotes de vacina contra Raiva com VA > 0,3

Temp. de Tempo de Estocagem (dias)
Estocagem
() 2 3 4 5 10 15 30 60 90 180 270 360 450 540
37 10 10 6 7 6 5 2 - - - - - - -
28 - - - - 10 9 8 7 3 - - - - -
2-8 - - - - - - - 160 10 10 10 9 7

Tabela 6
Valores antigénicos apresentados por vacinas con-
tra Raiva estocadas & temperatura de 2-8°C, em
funcdo da data de sua produgio.

VA de Vacinas Contra a Raiva estoc. 2-8°C -

Lotes Tempo apds producio (meses)
de
Vacinas 04 13 16 19 22

01 1,39 085 059 080 0,80
02 426 1,14 1,03 1,02 095
03 1,40 1,33 065 044 020
04 1,87 320 0,78 089 0,76
05 1,74 1,05 0,69 0,65 1,01
06 2,19 240 1,86 0,77 0.6
07 365 1,36 3,50 032 043
08 209 1,53 330 089 0,56
09 0,84 0,73 047 041 0,16
10 1,02 1,08 063 027 0,10

para seis lotes de vacinas liquidas, uso humano,
obtidas de cérebro de camundongos as quais, esto-
cadas a 4°C, foram dosadas pelo CEPANZO e
mantiveram a poténcia minima requerida (VA >
0,3) por 15 meses?.

Com relacdo a estabilidade de vacinas contra a
Raiva, liquidas, uso humano, elaboradas em cultu-
ras de células, num estudo feito com dois lotes
obtidos a partir de células dipléides humanas, foi
observado que os VA iniciais de 13,2 e 18,5 cai-
ram para 2,9 e 7,2, respectivamente, apés 12 meses
de estocagem a 4°C".

Considerando que nesta pesquisa, a vacina
contra a Raiva tipo Fuenzalida & Palacios, produ-
zida no Instituto Butantan apresentou VA
satisfatério até 16 meses apés sua produgio, os
autores consideram que, quando necessirio, a am-
pliagdo do seu prazo de validade poderd ser feita
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para 16 meses. Entretanto, como no 319 Informe
do Comite de Expertos de la OMS en Patrones
Biolégicos, 1981, se recomenda que os prazos de
validade das vacinas contra a Raiva sejam fixados
a partir do dltimo teste de poténcia com resultado
satisfatorio, os autores sugerem também que, para
maior seguranga, a ampliagdo do prazo de validade
seja apds uma redosagem da vacina, ao ser atingi-
do seu 12° més de producgio.

SUMMARY

Thermoestability of Fuenzalida & Palacios type
antirabies Vaccine (human use)

Ten lots of Fuenzalida & Palacios type
antirabies vaccine for human use, produced at the
Instituto Butantan (Sdo Paulo, Brazil) were stored
at temperatures of 45, 37, 28 and 2-8°C. The
potency of each lot was determined in samples
taken at varied time intervals using the NIH
method and lots presenting antigenic values >
0,3 were considered satisfactory for use. After 2
hours at 45°C the antigenic value of one out of
10 lots tested was found to be less than the
minimum required value. At 37°C all lots
maintained satisfactory antigenic values until
the third day of storage, whilst at 28 and 2-8°C
the potency was fully maintained, respectivelly
for 10 and 360 days. At the ideal temperature of
2-8°C, 100% of the tested vaccines maintained
the minimum required antigenicity for a longer
period (16 months) than the expiry time of 6-12
months usually recommended for this type of
biological produced in Latin American and
Caribbean countries. Thus, the obtained data
suggested that in countries still producing
Fuenzalida & Palacios type vaccine, the expiry
time could be extended to 16 months, what
could prevent the unnecessary discarding of
products still in useful condition.
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