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Resumo: O prazo de estabilidade de uma solucdo é o tempo no qual suas caracteristicas
essenciais sdo mantidas segundo padrbes pré-estabelecidos por 6rgdos regulatérios. Além da
composicdo fisico-quimica, embalagem, armazenamento e exposi¢cdo a luz interferem na
estabilidade. A Febre Aftosa apresenta impacto econdmico significativo na agropecuéaria e o
seu diagnostico preciso depende de procedimentos pré-analiticos como coleta e transporte de
material. O transporte de amostras de epitélio ou fluido vesicular € realizado em solugdo tampao
de glicerina fosfatada e pouco se sabe sobre o0 prazo de estabilidade deste meio de transporte,
normalmente utiliza-se 12 meses com base na manutencdo do pH. Este estudo foi conduzido
durante 24 meses, com o objetivo de avaliar pH, através do teste estatistico unifatorial ANOVA
(p < 0,05), esterilidade e funcionalidade biolégica do meio usado na suspeicao de Febre Aftosa
e doencas diferenciais. A solucdo manteve o pH, esterilidade e funcionalidade bioldgica ao
longo dos 24 meses pds-producdo. O prazo sugerido para utilizacdo deste meio é de 18 meses,
mantendo-se uma margem de seguranca de seis meses. A ampliacdo do prazo de utilizacdo
otimiza recursos dos laboratorios oficiais relacionados a gastos com embalagens, producéo e
transporte, bem como minimiza residuos descartados, levando em conta questdes ambientais.

Palavras-chave: Solucdo tampdo de glicerina fosfatada; Meio de transporte; Doengas
vesiculares; Estabilidade; Febre aftosa.
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Abstract: Shelf stability is the period of time in which a solution maintains its desirable
characteristics demanded by regulatory agencies. Besides its chemical and physical properties,
packaging, storage and light exposure, can affect stability. Foot and Mouth Disease (FMD) has
a significant economic impact in animal husbandry and accurate diagnosis depends on pre-
analytical procedures as collection and shipment of clinical specimens. Epithelial samples and
vesicular fluid should be suspended in phosphate buffered saline/glycerol transport medium.
There is little information regarding the shelf life of this medium, and usually 12 months are
used based on pH value measurements. We conducted a 24 months study to evaluate pH using
the statistical method one-way ANOVA (p < 0,05), sterility and biological functionality of the
viral transport medium used to submit FMD and other vesicular diseases. Solution pH, sterility
and biological functionality were preserved up to 24 months after its preparation. We suggest
an expiration date of 18 months for this viral transport medium, with a six months safety margin.
The extended time can optimize Official Laboratories resources associated with the production,
packaging and shipping, besides reducing waste, to meet environmental concerns.

Keywords: Phosphate buffered saline/glycerol; Transport medium; Vesicular disease;
Stability; Foot and mouth disease.

Introducéo

A Febre Aftosa (FA) é uma doenca infecciosa altamente contagiosa, algumas vezes
fatal, que acomete animais de producdo como bovinos, bubalinos, suinos, caprinos, ovinos entre
outros bi-ungulados e que apresenta impacto econémico significativo (HERENDA et al., 2000;
ORGANIZACAO DE SAUDE ANIMAL/ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018).
Esta doenca esta presente em extensas areas ao redor do mundo e faz parte da lista de doencas
de notificacdo obrigatéria da Organizagdo Mundial de Saude Animal (OFFICE
INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2020). Uma série de doencas erosivas ou vesiculares
deve ser considerada no diagnostico diferencial de FA, a diarreia viral bovina, doenca das
mucosas, rinotraqueite infecciosa bovina, meningoencefalite, febre catarral maligna, lingua
azul, mamilite herpética bovina, peste bovina, estomatite papular, estomatite vesicular,
exantema vesicular e doenca vesicular do suino (RIET-CORREIA et al., 1996; HERENDA et
al., 2000).

O diagndstico preliminar da FA baseia-se nos sinais clinicos, mas a confirmacéo
depende de métodos laboratoriais, essenciais para o controle da doenca. A grande maioria dos
métodos diagnosticos requer a disponibilidade de instalacdes propicias, pessoal altamente
treinado, reagentes estaveis, multiplos passos para a manipulacdo das amostras e manejo da

logistica associada a coleta e transporte (OEM et al., 2009). A principal solucdo utilizada no
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Brasil e no mundo para conservacdo durante o transporte de amostras de epitélio ou fluido
vesicular na suspeicdo de doengas vesiculares ou erosivas € a solugdo tampdo de glicerina
fosfatada, conhecida no Brasil como liquido de “Vallée” (KITCHING; DONALDSON, 1987;
HERENDA et al., 2000; CENTRO PAN-AMERICANO DE FEBRE AFTOSA, 2010;
BRASIL, 2017). Pelo menos 1 g de epitélio ou fluido vesicular deve ser coletado
preferencialmente da lingua, mucosa da boca ou pés, de vesiculas ndo rompidas ou das bordas
das rompidas e a amostra submersa nesta solucdo (BEER, 1999).

O liquido de “Vallée” é composto por quantidades iguais de glicerina e tampao fosfato
em torno de 0,04 M, e com pH entre 7,2 e 7,6, 0 que é importante pois o virus da FA é
extremamente labil e o tamponamento é critico para o sucesso da coleta da amostra
(KITCHING; DONALDSON, 1987). Este virus deixa de ser infectante em pH menor que 6,0
e maior que 9,0 (HERENDA et al., 2000). Segundo o plano de acdo para Febre Aftosa
(BRASIL, 2017) e o manual veterinario de colheita e envio de amostras do PANAFTOSA -
OPAS/OMS (CENTRO PANAMERICANO DE FEBRE AFTOSA, 2010), a solucdo tampé&o
de glicerina fosfatada deve apresentar pH entre 7,4 e 7,8 e as amostras ap0s imersas neste
liquido devem ser enviadas ao laboratério de diagnostico sob refrigeracdo em até 48 horas
(BRASIL, 2017). A glicerina tem demonstrado ser um bom conservante para o agente da FA,
os virus inoculados em monocamadas de células e estocados a 20 °C negativos apds adi¢ao de
50 % de glicerina, apresentaram viabilidade superior a 1 ano (OFFICE INTERNATIONAL
DES EPIZOOTIES, 2009). As OrganizacOes Nacionais e Internacionais ndo fornecem
orientacdes referentes ao nimero de meses apos a fabricacdo da solucédo tampéo de glicerina
fosfatada para o limite de sua utilizacdo. Segundo o manual operacional para Febre Aftosa do
Departamento de Agricultura, Alimentos e Vida Marinha da Irlanda (IRLANDA, 2003), o
prazo normalmente utilizado para a solucdo tampao de glicerina fosfatada apos sua fabricacdo
é de 12 meses, devendo esta ter seu pH monitorado semestralmente.

H& metodologias desenvolvidas a fim de avaliar o tempo de validade para meios de
crescimento bacterianos e fangicos, porém para meios de conservacao viral, 0 mesmo nédo
ocorre. Os protocolos de validagdo para meios de crescimento bacteriano estdo baseados na
alteracdo do pH, teste de promocdo de crescimento, auséncia de contaminacdo e avaliacdo
visual da aparéncia fisica do meio (BASU; PAL; DESAI, 2005; CHOUDHARY, 2013; CHOI,
ROGERS, 2015; ULISSE et al., 2006). Em relacdo aos meios de transporte viral, hd varios
artigos referentes a coleta, transporte e armazenamento de espécimes (WILSON, 1996;
FORMAN; VALSAMAKIS, 2011) porém nao avaliam o tempo de validade destes meios. Os
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meios de transporte viral ttém fungéo de conserva¢do (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2008), para avaliar o crescimento viral sdo necessarios outros testes complementares que
envolvem cultivo celular, tendo em vista que os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios
(QUINN et al., 2011; KNIPE; HOWLEY, 2013; FLINT et al., 2015). A Norma M40-A2 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) foi a primeira a desenvolver um sistema de
controle de qualidade dos meios de transporte microbioldgicos, apesar de ndo apresentar uma
metodologia para avaliagdo do tempo de validade destes meios de transporte viral, traz
informacdes de determinacéo de eficiéncia, como por exemplo, o teste chamado de “recovery
stability”, que avalia a estabilidade de recuperagao de virus ou bactérias inoculando cepas
padrédo em cultivo celular (CLINICAL LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2019).
A avaliacdo da viabilidade viral de diferentes familias como Picornaviridae, Herpesviridae,
Adenoviridae, Togaviridae e Orthomyxoviridae, em diferentes meios de transporte ja foi
acessada através do efeito citopatico positivo em isolamento viral (JOHNSON, 1990). A técnica
de isolamento viral é considerada o “padrao-ouro” para o diagnostico laboratorial de doengas
virais (LELAND; GINOCCHIO, 2007).

Para evitar o descarte de milhares de insumos vencidos que apresentam funcionalidade
comprovada através de testes, o U.S. Food and Drug Administration (FDA) mantém um
programa de extensdo do prazo de validade de produtos bioldgicos como vacinas, meios,
solucdes, antibidticos e outros medicamentos humanos, desde 1986 (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2020). O United States Department of Agriculture (USDA) também
estende o prazo de validade de produtos usados para diagnostico na medicina veterinaria desde
que substanciado por testes de validacdo que demonstrem que o produto mantém os mesmos
requisitos minimos necessarios iniciais (UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE, 2020).

A producdo anual de liquido de “Vallée” é realizada normalmente por laboratorios
oficiais vinculados ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Esta
producdo é bastante laboriosa e demanda recursos como méao-de-obra, reagentes e transporte.
Além disso ha uma necessidade em minimizar desperdicios e residuos produzidos pela questédo
de contaminacdo ambiental. Nao ha dados bibliograficos relativos a estudos conduzidos por
outros autores neste topico. Sendo assim o objetivo deste estudo, foi avaliar a estabilidade da
solucdo tampdo de glicerina fosfatada através da verificagdo visual, afericdo do pH, teste de
esterilidade e funcionalidade bioldgica ao longo de vinte e quatro meses pos-producéo, a fim

de auxiliar na defini¢éo do prazo para utilizacdo do liquido de “Vallée”.
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Materiais e Métodos

Todos os procedimentos foram realizados no Centro de Diagnostico “Marcos Enrietti”
(CDME) da Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parand (Adapar), acreditado junto a
Coordenacgéo Geral de Acreditacdo (CGCRE/INMETRO) na Norma da ABNT NBR ISO/IEC
17.025:2017 (ASSOCIAQAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017). Os
equipamentos utilizados no presente trabalho passaram por uma rigorosa manutencdo e
calibracéo dentro dos padrdes da Rede Brasileira de Calibracdo (RBC). Verificacdes diarias da
temperatura foram realizadas nos refrigeradores, camaras frias, freezers, incubadoras e banhos-
maria para controle acurado da temperatura. A temperatura ambiente interna do laboratério foi
controlada em 22 °C + 2 °C, verificada e registrada diariamente. Foi realizada a verificacdo
intermediaria do pHmetro, calibrado RBC, com solu¢des tampdo certificadas pH 4,01
(Digimed, Séo Paulo, SP, Brasil), pH 6,86 (Digimed, S&o Paulo, SP, Brasil) e pH 10,01 (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Todos estes procedimentos foram registrados e arquivados pelo
Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ) do laboratério.

Producgao do liquido de “Vallée”

Quatro lotes de liquido de “Vallée” foram produzidos no Laboratério de Preparo de
Meios e Solugdes em 2, 3 e 4 de abril de 2018 (L1, L2 e L3) e em 16 de maio de 2020 (La),
seguindo as instru¢des do “Manual veterindrio de toma y envio de muestras: manual técnico”,
parte da cooperacdo técnica MAPA/OPS/PANAFTOSA - OPS/OMS (CENTRO
PANAMERICANO DE FEBRE AFTOSA, 2017).

Uma solugdo de tampdo fosfato 0,03 mol L™ foi preparada com 1,8 g de fosfato
monopotassico (KH2PO4) da marca Biotec (Biotec, Curitiba, PR, Brasil) e 2,3 g de fosfato
dipotéssico (K:HPO4) da marca Alphatec (Alphatec, Lima, Peri) em 1.000 mL de &gua
purificada (Elga, High Wycombe, RU). Adicionaram-se 4 mL de solucdo de vermelho de fenol
a1 % (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e entdo esta solucéo foi autoclavada em autoclave vertical
(Phoenix Luferco, Araraquara, SP, Brasil) a 121 °C por 15 minutos (15 psi), o pH foi ajustado
com hidréxido de sddio 2 mol L™ (NaOH) para 7,8 em pHmetro digital de bancada (Digimed
DM20, Sao Paulo, SP, Brasil). O mesmo volume de 1000 mL de glicerina (Realtek, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil) foi autoclavado a 121 °C por 15 minutos (15 psi) e entdo adicionado a solugédo
com mais ImL/L de hidréxido de sédio 2 mol L (NaOH) misturando as vigorosamente, ainda

quentes em torno de 50°C. Uma aliquota foi retirada da solu¢do para mensuracdo e
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confirmacéo do pH 7,8 em pHmetro digital de bancada (Digimed DM20, Sao Paulo, SP, Brasil)
apos a esterilizacdo da solucdo. A escolha do ajuste do pH no limite superior se deve ao fato da
tendéncia da solucdo a acidificar seu pH e ndo alcalinizar. Um volume final de 2 litros foi
preparado para cada lote e posteriormente separado em aliquotas de 25 mL acondicionadas em

tubos plasticos (tipo Falcon) de 50 mL.

Etiquetagem, Embalagem e Armazenamento

Foram separadas 3 aliquotas de 25 mL para cada lote Ly (L11, L12, L13), lote Lo (L2,
L22, L23), lote L3 (La1, La2, La3)e lote La(La1, Laz, Laz), Sendo que os lotes L, Lo e Lz foram
produzidos em 2018 e o lote L4 produzido em 2020. A fabricacéo e o0 armazenamento dos lotes
de liquido de “Vallée” foram realizados de forma a reproduzir as condi¢des reais nas quais o
meio de transporte € preparado para encaminhamento as Unidades Regionais e Locais de
Sanidade Agropecudria (URS e ULSAs). Os tubos de cada lote foram identificados por
etiquetas adesivas com o nome da solucdo, nimero do lote, nimero da aliquota e data de sua
producdo. Imediatamente apds a identificacdo das aliquotas, estas foram armazenadas em

camara fria (Indrel, Londrina, PR, Brasil) a temperatura 5 °C + 3 °C.

Parametros de Avaliacao da Estabilidade e periodos de observagdo da solucéo testada

A estabilidade da solug&o testada no presente trabalho foi verificada através do teste de
esterilidade, avaliacdo visual, afericdo do pH em pHmetro e funcionalidade bioldgica para
avaliar a capacidade de manutencéo da estabilidade viral. A verificacdo do parametro pH foi
conduzida apds o prazo de doze meses a partir da producdo da solugdo, 04/2019 (To). Foram
realizadas verificagdes em 30/05/19 (T1), 11/06/19 (T>), 17/07/19 (T3), 21/08/19 (T4), 20/09/19
(Ts), 30/10/19 (Te), 29/11/19 (T7), 26/12/19 (Ts), 20/01/20 (To), 20/02/20 (T10), 20/03/20 (T11)
e 20/04/20 (T12). Ao final da ultima verificacdo (T12) foi conduzido o teste de esterilidade e

funcionalidade bioldgica.

Afericdo do pH

Nos tempos de verificacdo (T1 a T12), foi realizada a aferigdo do pH para cada aliquota
dolote L1 (L11, L12, L13), lote L2 (L2.1, L22, L23) € lote L3 (La.1, L3z, L3:3) utilizando o pHmetro
digital de bancada (Digimed DM-20), temperatura ambiente 22 °C £ 2 °C. Foi realizada também
a avaliacdo visual do pH, por trés analistas distintos em cada tempo de verificagdo (T1 a T12),

para deteccdo de alteracdo de coloracdo, turbidez e precipitagdo. Para a avaliagdo do pH pela

14



COGITARE, v. 3, n. 2, nov. 2020, p. 9-26

Maria Constanza Rodriguez, Mara Eliza Gasino Joineau, Suelly Madeleine Santos
. de Lucca, Rosiane Tallevi, Sue Ellen de Souza, Gisele Barbosa, Angélica Vieira
da Silva Bertoncello Souza e Walter de Carvalho Ribeirete

coloracdo foi considerado: pH &cido= amarelo, pH alcalino= vinho e pH adequado= rosa

avermelhado.

Funcionalidade Bioldgica/ Isolamento Viral

A funcionalidade biol6gica, testada através da capacidade de manutencdo da
estabilidade viral na solucéo, foi realizada por meio da inoculacdo de um virus causador de
doenga vesicular/erosiva no liquido de “Vallée” ao final da tultima verificacdo (T12), para
posterior isolamento e titulacao do virus (JOHNSON, 1990).

Uma aliquota de cada lote (L11, L21 e Lsa1) e trés aliquotas do novo lote (La1, Lsz €
L43), foram inoculadas com uma suspensao de herpesvirus bovino tipo-1 (BoHV-1 cepa Los
Angeles) em meio essencial minimo MEM (Sigma, St. Louis, MO, EUA) na dose de trabalho,
Tissue Culture Infectious Dose 50 percent (TCIDso) e colocadas sob refrigeracdo em
temperatura de 5 °C £ 3 °C por 72 horas. O mesmo procedimento foi realizado em duas
aliquotas controle (11 e 12), inoculando em MEM em vez de Liquido de Vallée, porém colocadas
em ultrafreezer a 80 °C negativos por 72 horas.

Para a titulacéo viral, os lotes, L11, L2, L3, La1, La2 € Las easduasaliquotas controle
sem liquido de “Vallée” (I1 e 1), foram diluidas em serie, na base logaritmica 10, a partir da
diluicdo 10! até 108, utilizando-se MEM. Um volume de 50 pL de cada uma destas diluicdes
seriadas foi entdo inoculado em uma placa de microtitulacdo, em poliestireno de fundo chato
com 96 cavidades (TPP, Zollstrasse, Suica), com 100 pL de uma suspensdo de 15 - 30.000
células/mL de células Madin-Darby bovine kidney (MDBK, ATCC- CCL22), preparadas com
MEM (Gibco BRL, Rockville, MD, EUA) e 10 % soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, CA,
EUA), totalizando duas colunas da placa para cada diluicdo, duplicata R1 e R2. As placas
foram incubadas a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO:> (Revco Elite 11, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA) durante sete dias e o efeito citopatico (ECP) verificado diariamente em
microscopio invertido Axyovert 40 CFL (Zeiss, Heidelberg, Germany) no aumento de 400x e
600x. Uma coluna da placa de poliestireno de 96 pocos, 8 replicatas, foi deixada sem a
inoculacdo viral para controle de crescimento celular e outra coluna foi inoculada com o liquido
de “Vallée” sem inoculo viral para controle de citotoxicidade. O teste foi validado quando as
células das cavidades destinadas ao controle de células e controle de citotoxicidade
permaneceram intactas. O titulo viral foi calculado utilizando-se 0 método de Spearman e
Karber (SPEARMAN, 1908; KARBER, 1931).

15



COGITARE, v. 3, n. 2, nov. 2020, p. 9-26

Maria Constanza Rodriguez, Mara Eliza Gasino Joineau, Suelly Madeleine Santos
. de Lucca, Rosiane Tallevi, Sue Ellen de Souza, Gisele Barbosa, Angélica Vieira
da Silva Bertoncello Souza e Walter de Carvalho Ribeirete

Teste de Esterilidade

Ao final, na ultima verificagdo (T12), foi realizado o teste de esterilidade das aliquotas
dos lotes avaliando-se da seguinte forma:

As aliquotas L1, Lo e Lso, tubos plasticos (tipo Falcon) fechados, foram incubadas a
21 °C 1 °C por 48 horas e as aliquotas L13, L23e Lzsforam incubadas a 37 °C + 2 °C por 48
horas (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019). Totalizando 2

tubos testados por lote em duas temperaturas diferentes.

Analise Estatistica
Foi realizada a analise de variancia unifatorial (ANOVA One-Way — Analysis of
Variance) e o teste de Fisher a 5 % de probabilidade para a comparacdo do pH dentro e entre

os lotes utilizando-se o programa estatistico Minitab (Minitab, software 18).

Critérios de Aceitacao
pH

O valor do pH de cada lote de solucdo deveria ficar no intervalo de tolerancia tipico de
7,4 - 7,8 determinado pelo Plano de Acédo da Febre Aftosa do MAPA, 2017. A avaliacéo visual
da solucdo deveria coincidir entre os trés técnicos avaliadores, resultando em auséncia de

turbidez, precipitacdo e sem alteracéo na coloracéo, “pH adequado= rosa avermelhado”.

Funcionalidade Bioldgica/ Isolamento Viral

A aliquota de cada lote (L1.1, L2.1 € L31) e trés aliquotas do lote novo (L1, La2 € La3)
inoculadas com o virus deveriam apresentar efeito citopatico similar entre os lotes antigos (L1,
L. e Ls) e o lote novo (L4) indicando que a integridade viral ndo foi afetada pelo ano de produgéo
do meio de conservacgao e transporte viral, liquido de “Vallée”. Os titulos dos virus das aliquotas
dos lotes de 2018 deveriam ser superiores ou iguais ao das aliquotas do lote de 2020 e os
inéculos em MEM 11 e I deveriam manter seu titulo proximo ao original de 9,4 Log 10
TCIDso/mL.

Esterilidade
As duas aliquotas de cada lote (L12, L22 e L32, L13, Loz e La3z) deveriam resultar em
“auséncia de contaminagdo bacteriana” ap6s incubagao a 21 °C + 1 °C e 37 °C £ 2 °C por 48

horas em condigOes de aerobiose.
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Anélise Estatistica

A anélise de variancia unifatorial (ANOVA One-Way — Analysis of Variance) e a
comparacdo dentro e entre os lotes pelo Teste de Fisher a 5% de probabilidade deveriam
demonstrar ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre as aliquotas de cada lote L1
(L11, L12, L13), lote Lo (L21, L22, L23) e lote L3 (La1, L32, L33) e entre os lotes (L1, L2 € L3).

Resultados

pH

Todos os lotes de solugdo tampéo de glicerina fosfatada (L1, L2 e L3) apresentaram
variacGes no valor do pH, porém permaneceram dentro do intervalo do limite de tolerancia de
7,4 - 7,8 ao longo dos 12 meses avaliados ap06s o primeiro tempo de verificacdo (T1) como pode
ser observado na Tabela 1, variacdo de 7,45 a 7,69. A Gltima calibracdo do pHmetro apresentou
0s seguintes valores de erro e incerteza para as trés solugdes tampdo certificadas: pH
4,01+0,005 com incerteza de 0,009, pH 6,860,001 com incerteza de 0,011 e pH 10,01 £0,009
com incerteza de 0,018. Somando o erro com a incerteza das solucbes de pH 4,01; pH 6,86 e
pH 10,01 os valores totais foram 0,014; 0,012 e 0,027, respectivamente. Considerando o maior
valor combinado do erro e da incerteza encontrado, de 0,027, as solucGes apresentaram variagdo
méxima de 7,423 a 7,717, dentro do intervalo do limite de tolerancia de 7,4 - 7,8 ao longo dos
12 meses avaliados.

Na avaliacdo visual do pH (pH acido= amarelo, pH alcalino= vinho e pH adequado=
rosa avermelhado) realizada pelos trés analistas, obteve-se 0 mesmo resultado por aliquota do
lote L1 (L1, L1z, L13), lote Lz (L2, L2z, L23) e lote Ls (Las, L3z, L33) para todos os analistas,
sendo todos , pH adequado= rosa avermelhado. Nao houve presenca de turbidez, precipitacédo

ou alteracdo de coloracao.

Estabilidade de Recuperacéo/ Isolamento Viral

O isolamento viral realizado para o teste de funcionalidade bioldgica com a suspensado
do herpesvirus bovino tipo-1 (BoHV-1 cepa Los Angeles) em meio essencial minimo MEM na
dose de trabalho apresentou efeito citopatico para todas as aliquotas testadas ap6s 48 horas da
inoculacdo. As aliquotas (L1.1, L2.1, L1, La1, La2e La3) ndo apresentaram efeito citopatico nas
primeiras 24 horas pos-inoculacéo (Figura 1), o ECP foi observado posteriormente (Figura 2),

entre 2 a 7 dias pos-inoculacdo para todos os Lotes de liquido de “Vallée” testados. O titulo do
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virus variou entre 7,8 e 8,17 log 10 TCIDso/mL para os lotes de 2018 (L1.1, L21 e L31), € entre
6,3 e 6,4 log 10 TCIDso/mL para as aliquotas de 2020 (L1, La2e€ Las3). O titulo dos in6culos
MEM 11 e I, foi de 9,42 e 9,48 log 10 TCIDso/mL, Tabela 2. Os controles de células e de

citotoxicidade nédo apresentaram nenhuma alteracdo em cada um dos 8 inoculos utilizados.

Figura 1: Células MDBK sem efeito citopatico (ECP) pelo herpesvirus bovino tipo 1
(BoHV-1), no primeiro dia pds-infeccdo, aumento de 400x.

Fonte: Elaborado pelos autores

Figura 2: Efeito citopatico em células MDBK infectadas pelo herpesvirus bovino tipo
(BoHV-1), 72 horas po6s-infeccdo, cabeca da seta células destruidas, aumento de 400x-600Xx.

Fonte: Elaborado pelos autores

Esterilidade
Todas as seis aliquotas dos lotes de solugdo tampao de glicerina fosfatada L1.2, L22, L3>,
L13, L23 e L33 apresentaram auséncia de crescimento bacteriano para ambos os pontos de

controle 21 °C +1°Ce 36 °C =+ 1 °C por 48 horas em condicdes de aerobiose.

Analise Estatistica

A anélise de variancia dos lotes 1, 2 e 3 resultou em “p” de 0,956; 0,995 e 0,637,
respectivamente, ou seja, maior que 0,05, demonstrando que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as aliquotas de liquido de “Vallée” dentro de cada lote. A
analise de varidncia entre os lotes resultou no valor de “p” de 0,235, também maior que 0,05;
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cogitare
sem diferenca estatisticamente significativa entre os trés lotes de liquido de “Vallée” (L1, L2 €
L3). O valor de “F” foi de 0,04; 0,00 e 0,46 para as aliquotas dos lotes 1, 2 e 3 respectivamente.
Como o “F” calculado foi menor que o tabelado de 3,29, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa do pH entre as aliquotas dentro dos lotes para um intervalo de confianca (IC) de
95 %. O valor de “F” na comparacao entre os trés lotes foi de 1,34; sendo o valor tabelado de
2,03. Como o “F” calculado foi menor que o tabelado, ndo houve diferenca estatisticamente

significativa do pH entre os lotes (L1, L2 e L3) paraum IC de 95 %. A variacdo do pH dos lotes

foi de 7,45 a 7,70 ao longo dos 24 meses testados (Figura 3).

Figura 3: Variacdo do pH entre as aliquotas dos trés lotes, grafico do tipo
Boxplot obtido através do programa Minitab

7.70

7,657

7.60 1

Dados

7.55 1

7.50 1

745 1

Lote31 Llote32 Llote33 Llotell lote12 Lotel3 Lote21 Llote22 Lote23
Fonte: Elaborado pelos autores

As médias dos valores de pH dentro do lote L1 (L1.1, L12, L1.3), lote Lo (L21, L22, L23) €
lote L3 (L3, L32, L33) eentre os lotes (L1, L2 e L3) ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas pelo teste de Fisher a 95 % de confianca.
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Discussao

Estudos da estabilidade do pH foram realizados por outros autores para avaliacdo da
estabilidade e prazo de validade de meios de cultura bacteriana (BASU; PAL; DESAI, 2005;
ULISSE et al., 2006; CHOI; ROGERS, 2015). Nossos resultados demonstraram que o liquido
de “Vallée” conserva seu pH por um periodo de até 24 meses pos-producdo, diferenca
consideravel observada entre o periodo de doze meses que € utilizado e o periodo de
estabilidade da solucdo encontrado experimentalmente no presente estudo.

A avaliacdo visual de solugdes liquidas € usada para estimar a qualidade de meios e
solucBes preparados em laboratérios de diagnéstico (BASU; PAL; DESAI, 2005;
CHOUDHARY, 2013; CHOI; ROGERS, 2015). AlteracGes no aspecto do liquido como
turbidez podem indicar contaminacdo e a precipitacdo, presenca de substancia insoltvel
(SPEROTTO, 2014). O vermelho de fenol € utilizado como indicador de pH ha décadas e o
meio pode variar de cor desde amarelo a vinho de acordo com o0 aumento do pH, &cido a basico
(HELD, 2018). A coloragao esperada para que o liquido de “Vallée” apresente o pH adequado
é rosa avermelhada. Todas as aliquotas foram avaliadas pelos trés analistas como sem presenca
de turbidez, auséncia de precipitacdo e coloracao rosa avermelhada. A avaliacéo visual do pH
considerando- pH &cido= amarelo, pH alcalino= vinho e pH adequado= rosa avermelhado -
além da afericdo do pH pelo pHmetro, é importante tendo em vista que o meio de transporte
permanece armazenado em refrigeradores nas Unidades Regionais e Locais de Sanidade
Agropecudria (URS e ULSAS) e a avaliagdo nestes locais é feita de forma visual. E importante
certificar-se que alteracdes de pH poderdo ser detectadas. O treinamento continuo de fiscais e
auxiliares de fiscalizagdo agropecuéria (FDA e AFDA) entre outros profissionais envolvidos é
fundamental para que estes estejam atentos a alteracOes visuais do pH dos meios armazenados
e, caso encontrem diferengas, requisitem novos lotes de liquido de “Vallée”.

O teste de esterilidade é indicado pelo Center of Disease Control (CDC) para avaliacao
de meios de transporte para SARS-CoV-2 e outros virus. O procedimento operacional padrao
(POP) para o teste de esterilidade de meios de transporte viral acondicionados em tubos, inclui
a incubacdo overnight a 37 °C + 2 °C e posterior analise visual de contaminacdo (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019). Ulisse et al. (2006) realizaram o teste
de esterilidade para meios de crescimento bacteriano através da incubacao dos tubos em duas

temperaturas de controle 21 °C + 1 °C e 36 °C = 1 °C por 48 horas. Nossos resultados do teste
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de esterilidade dos tubos com meio de transporte viral resultaram em ‘“auséncia de
contaminagdo bacteriana” para incubagdo em 21 °C £ 1 °C e 37 °C + 2 °C por 48 horas.

Testes de crescimento com utilizacdo de cepas controle foram realizados para comparar
lotes de meios de cultura bacteriana dentro e fora do prazo de validade (Ulisses et al., 2006)”.
Os virus requerem a utilizacdo de técnicas de cultivo celular para viabilizar o seu crescimento
(QUINN et al., 2011; KNIPE; HOWLEY, 2013; FLINT et al., 2015), por isso para avaliar a
funcionalidade de um meio de transporte, é necessario fazer o teste do isolamento e/ou titulagéo
viral comparativo, seja para espécies virais ou meios de transporte distintos (JOHNSON, 1990).
O isolamento viral realizado para o teste de funcionalidade biolégica, com o virus causador de
doenca vesicular/erosiva (BoHV-1 cepa Los Angeles), apresentou efeito citopatico para todas
as aliquotas testadas, o que demonstrou a manutencgéo da viabilidade viral. Os virus mantiveram
sua infectividade nas células MDBK quando conservados nos lotes produzidos ha dois anos
(L11, L2.1, L31) e no lote produzido no més de sua inoculacao, La1, La2e Las. Estes resultados
sugerem nao haver diferencas capazes de interferir na estabilidade viral na solucdo tampéo de
glicerina fosfatada, conservada sob refrigeracdo apos dois anos de sua fabricagdo. A avaliacdo
bioldgica funcional do liquido de “Vallée” realizada através da comparagdo do titulo do virus
BoHV-1 inoculado nos diferentes lotes de 2018 e 2020, demonstrou que o titulo do virus foi
mais alto nos lotes de 2018 em comparacao ao lote de 2020; 8,02 versus 6,35 log 10 TCIDso/mL.
Este titulo maior pode ter ocorrido devido ao pH do lote novo estar mais alto do que o de 2018,
sendo proximo a 7,8. KITCHING; DONALDSON (1987) no manual de coleta e transporte de
espécimes para investigacdo de virus vesicular da Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE), indicam a utilizagcdo do pH do meio de transporte entre 7,2 e 7,6, valor inferior ao
indicado pelo plano de acéo para Febre Aftosa (BRASIL, 2017) e manual veterinario de colheita
e envio de amostras do PANAFTOSA-OPAS/OMS (CENTRO PANAMERICANO DE
FEBRE AFTOSA, 2010) que é de 7,4 a 7,8. O ajuste do pH para em torno de 7,6 pode ser
indicado para a preservacdo dos virus nas amostras com suspeita de doenca vesicular, porém
mais estudos precisam ser realizados com outros virus. O virus utilizado no presente estudo é
um herpesvirus, portanto, envelopado enquanto o virus da Febre Aftosa € um picornavirus, ndo
envelopado. Além disso, estas familias diferem em tipo de acido nucléico, DNA versus RNA,
apresentam ciclos de infeccdo distintos e muitas outras caracteristicas que podem influenciar
nestes resultados.

Com base na estabilidade do pH do liquido de “Vallée” observada neste trabalho,

sugerimos um prazo de utilizagéo de 18 meses, mantendo uma margem de seguranca de 6 meses
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de forma que estes materiais mantenham sua funcionalidade para integridade viral. O
monitoramento semestral do pH dos lotes deve ser mantido nos laboratérios que os produzem,
assim como a avaliacdo visual nos locais de armazenamento. Outros estudos também
encontraram periodos de estabilidade divergentes aos utilizados. Um estudo com placas de meio
para crescimento bacteriano conservadas a vacuo e mantidas em temperatura ambiente,
demonstrou a manutengdo da aparéncia, textura e crescimento bacteriano por até 24 meses
(CHOI; ROGERS, 2015). Ulisse et al. (2006) encontraram discrepancia entre 0s prazos de
validade testados para doze meios de cultura bacteriana, tendo sido reportada uma diferenca
consideravel entre o prazo de validade estipulado e o obtido experimentalmente, podendo estes
meios ser utilizados por mais tempo.

A utilizacdo deste meio de transporte por até 18 meses é apropriada para atender os
requerimentos operacionais de estruturas laborais complexas como dos laboratorios oficiais,
mantendo as caracteristicas essenciais para o transporte correto de amostras com suspei¢ao de
sindrome vesicular durante a fase pré-analitica do processo. A ado¢do da margem de seguranca
de seis meses representa um fator adicional de garantia com o propdsito de assegurar a
eficiéncia da solucdo de erros que podem ocorrer durante a estocagem e preservacdo deste meio
de transporte viral. Alem disso, h4 uma preocupacdo crescente em minimizar residuos por
questBes ambientais. Esse novo conceito ainda precisa ser mais difundido entre os laboratorios
agropecuarios, pois, muitos deles, apesar dos esfor¢os para atender com qualidade, continuam
negligenciando a questdo do desperdicio e gerando uma quantidade crescente de residuos, o
que implica ndo somente na perda de matérias-primas, mas também custos adicionais para o
seu gerenciamento adequado. Estudos futuros com utilizagdo de tecidos epiteliais suspeitos de
doencas vesiculares ou erosivas neste meio de transporte seriam de grande valia para a
complementacdo da avaliacdo bioldgica da funcionalidade destas amostras acondicionadas

nestas solucgdes.

Conclusdo

A analise dos parametros selecionados para a avaliacdo do prazo de estabilidade do
liquido de “Vallée” demonstrou a manutencao do valor do pH entre 7,4 ¢ 7,8 e da esterilidade
deste meio de transporte ao longo dos 24 meses testados. A comparacao das solucdes fabricadas
em 2018 com a fabricada em 2020 demonstrou que 0s virus conseguiram manter a sua

integridade de particulas independente do tempo de producdo do meio de transporte viral no
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qual foram acondicionados. O prazo sugerido para a utilizacdo deste meio é de 18 meses,

mantendo-se uma margem de seguranca de seis meses.
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Tabela 1: Valores de pH aferidos para as aliquotas dos trés lotes nos
respectivos periodos de observacdo (T1a T1o).

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Tempo de Afericao Valor do pH Valor do pH Valor do pH
do pH Lia Li2 Lis L2a L2z L2s Lsa Ls2 Las
Ty 763 764 764 767 167 745 757 757 755
T, 763 763 762 167 766 757 762 761 7.6l
Ts 762 763 761 764 765 754 759 758  7.50
T 762 763 761 764 764 755 760 761 7.6
Ts 764 762 762 765 764 755 760 758 7.58
Te 764 765 7,65 769 768 755 758 758 758
Tz 7,64 7,65 7,66 7,67 7,67 7,68 7,56 7,54 7,56
Te 7,64 7,65 7,65 7,67 7,66 7,67 7,59 7,58 7,59
To 7,47 7,45 7,46 7,51 7,52 7,51 7,59 7,59 7,57
Tao 7,53 7,5 7,5 7,55 7,55 7,55 7,56 7,56 7,55
Tu 7,53 7,5 7,5 7,53 7,55 7,53 7,57 7,58 7,57
T 7,53 7,5 7,5 7,53 7,54 7,53 7,56 7,55 7,55

Fonte: Elaborado pelos autores

Tabela 2: Titulo viral obtido para 0 BoHV-1 por aliquota de cada lote de
liquido de “Vallée” em duplicata e do in6culo em MEM.

Titulo BoHV-1 log 10 TCIDso/mL

Data Lotel Lote?2 Lote 3 Lote 4 Inéculo 1l Indculo 2
(L1) (L) (Ls) (L) MEM () MEM (1)
I I»
Li1 Los La1 La1 Ls2 La3
9,48 9,42
29/05/2020 7,8 8,1 8,17 6,4 6,36 6,3

Legenda: Dose infectante para 50 % dos tecidos celulares (TCIDso/ml).
Fonte: Elaborado pelos autores
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