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VACINA ADSORVIDA DIFTERIA E TETANO INFANTIL
Vaccinum diphtheriae et tetani adsorbatum

vacina adsorvida difteria e tétano infantil; 09988

A vacina é uma mistura de anatoxinas diftérica e tetanica, diluidas em solucdo salina tamponada e
adsorvidas pelo hidréxido de aluminio ou fosfato de aluminio, podendo conter um conservante. E
uma suspensao opalescente, ligeiramente acastanhada, em que ndo ha grumos ou particulas estranhas.

Componente diftérico: a preparacdo da toxina diftérica baseia-se no sistema de lote-semente, que é
uma quantidade de ampolas contendo Corynebacterium diphtheriae liofilizado, de composigédo
uniforme, obtido a partir de cepa liofilizada de procedéncia conhecida. Os meios de cultura utilizados
para as preparacoes do lote-semente e do indculo de producéo devem possibilitar o crescimento de
C. diphtheriae. O meio de cultura para preparacao da toxina diftérica deve ser isento de substancias
capazes de induzir reacGes toxicas e/ou alérgicas ao ser humano. Ao final do cultivo e lise das células
bacterianas, verifica-se a pureza da cultura por exame microscépico ou inoculacdo da amostra em
meios de cultura adequados. A toxina diftérica & um filtrado toxico obtido a partir do cultivo de C.
diphtheriae em meio de cultura para producédo de toxina e coletado assepticamente em um dnico
processo. O limite de floculagdo (Lf) é avaliado utilizando a técnica de Ramon, como descrito na
monografia de Toxoide tetanico adsorvido. A purificacdo da toxina € realizada por métodos fisicos
ou quimicos e a amostra é submetida aos controles de Lf/mL e pH.

A anatoxina diftérica € obtida por destoxificacdo da toxina diftérica concentrada, pela adicdo de
agentes quimicos em condicGes adequadas de pH e temperatura. O agente quimico mais utilizado é o
formaldeido a temperatura de 35 °C. Séo realizados controles de pH, Lf/mL e toxicidade especifica.

Toxicidade especifica

Prova subcutanea: diluir aamostra em solucéo fisioldgica para 100 Lf/mL. Inocular 5 mL da diluicéo,
por via subcutanea, em cada uma de pelo menos cinco cobaias de 250 g a 350 g. Observar 0s animais
por quatro semanas. No minimo 80% dos animais inoculados devem sobreviver durante o periodo de
observacdo, sem apresentar sinais de intoxicacdo diftérica. Se mais de um animal morrer de causa
ndo especifica durante o periodo de teste, o teste pode ser repetido mais uma vez. Se mais de um
animal morrer no segundo teste, a amostra ndo cumpre com o teste.

Prova intradérmica: diluir a amostra em solucéo fisioldgica para 100 Lf/mL. Inocular 0,2 mL da
diluicdo, por via intradérmica, em uma cobaia previamente depilada. Como controle, inocular o
mesmo volume de solucéo fisiolégica no mesmo animal. Apds 48 horas de observacdo, ndo devem
ser formados eritemas especificos nos locais de inoculacéo.

A anatoxina purificada é preparada a partir de coleta individual ou da mistura de coletas individuais
de anatoxinas que, apOs processo de filtracdo esterilizante, um agente conservante pode ser
adicionado. Ndo é permitido o uso de fenol, pois ele afeta as propriedades antigénicas do produto.
Amostras do produto sdo avaliadas quanto a concentracdo de antigeno (Lf/mL), esterilidade e aos
controles que se seguem.

Formaldeido residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 200 ppm.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
200 ppm.
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pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra. Os limites devem ser determinados pelo histérico no
registro do produto.

Atividade imunogénica. Proceder conforme descrito em Determinacgdo da atividade imunogénica.
No minimo 2 UI/mL ou 30 Ul/dose individual humana, conforme o método utilizado.

Toxicidade especifica. Proceder a prova subcutanea conforme descrito anteriormente para anatoxina
diftérica, sendo que a amostra € diluida para 500 Lf/mL e cada cobaia € inoculada com volume de 1
mL.

Pureza antigénica. Determinar o teor de nitrogénio proteico (5.3.3.2) e expressar a concentragao em
mg/mL. A pureza antigénica é determinada pela relagdo da concentracdo antigénica em Lf/mL e a
concentracdo de nitrogénio proteico encontrada. O produto possui pureza antigénica de, no minimo,
1500 Lf/mg de nitrogénio proteico.

Reversao de toxicidade. Proceder conforme descrito na monografia de Toxoide tetanico adsorvido.
Os animais ndo podem apresentar sinais de intoxicacdo diftérica e devem apresentar ganho de peso.

Componente teténico: a anatoxina tetanica cumpre as especificacbes de producdo e controles
descritos na monografia de Toxoide tetanico adsorvido.

A vacina adsorvida difteria e tétano infantil € preparada pela diluicdo e adsor¢do, em compostos de
aluminio, de quantidades determinadas de anatoxinas diftérica e tetanica. Uma dose para uso humano
contém, no maximo, 30 Lf e 25 Lf para os componentes diftérico e tetanico, respectivamente. Antes
do envase, amostras do produto sdo submetidas aos controles de esterilidade, atividade imunogénica,
pH, formaldeido residual, timerosal e aluminio.

O produto ¢ envasado em recipientes adequados, rotulado e submetido aos controles requeridos.

IDENTIFICACAO
Componente diftérico

A. Adicionar citrato de sodio a amostra da vacina até que se obtenha uma concentracdo de 5% a 10%
de citrato de sddio. Manter a 37 °C por aproximadamente 16 horas e centrifugar. Utilizar o liquido
sobrenadante para a identificacdo. Outros métodos adequados podem ser utilizados para separacéo
do adjuvante. Preparar gel de agar a 1% (p/v) em solucéo fisioldgica tamponada e distribuir em lamina
para microscopio, de modo que resulte em fina camada. Colocar em estufa a 37 °C, sem secatr.
Adicionar volume de 4 mL de agar na lamina e colocar a temperatura de 2 °C a 8 °C em camara Umida
por uma hora. Fazer orificios no gel, mantendo a mesma distancia entre o orificio central e 0s
periféricos. Preencher o orificio central com antitoxina diftérica de referéncia e os periféricos com a
amostra em dilui¢bes variaveis. Como controle positivo, preencher um dos orificios com toxoide
diftérico fluido. Incubar a 37 °C por 24 horas em camara Umida e realizar a leitura em lampada para
contraste. Observar a presenca de linha de precipitacdo, reacao de identidade entre 0s componentes
analisados.

B. Determinar o limite de floculacdo (Lf/mL) pela técnica de Ramon, conforme descrito na
monografia de Toxoide tetanico adsorvido.

C. A Determinacdo da atividade imunogénica pode ser utilizada.
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Componente tetanico. Proceder conforme descrito em Identificagdo na monografia de Toxoide
tetanico adsorvido.
CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra. Os limites devem ser determinados pelo histérico no
registro do produto.

Determinacéo de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Aluminio. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo 1,25
mg/dose individual humana. E facultada ao produtor a utilizacéo do resultado obtido no produto antes
do envase.

Formaldeido residual. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
méaximo 200 ppm. E facultada ao produtor a utilizacao do resultado obtido no produto antes do envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
200 ppm. E facultada ao produtor a utilizacéo do resultado obtido no produto antes do envase.
TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade. Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas para uso humano.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE IMUNOGENICA

A atividade imunogénica da vacina é determinada para cada um dos componentes. Ndo existem
padrdes internacionais de referéncia para as vacinas combinadas e a atividade de cada componente se
expressa em unidades internacionais, mediante a comparacdo com padr@es de referéncia calibrados
contra os padr@es de referéncia dos componentes.

Componente diftérico
Empregar um dos métodos descritos a seguir.
A. Por Determinacdo do titulo antitoxico em soros de animais imunizados.

Imunizacdo e sangria dos animais: inocular 0,75 mL (metade da dose total humana) da amostra, por
via subcutanea, em cada uma de seis cobaias de 450 g a 550 g. Quatro semanas apds a inoculacéo,
coletar sangue de cada animal, por puncdo cardiaca, e extrair o soro. Misturar volumes iguais dos
soros de, no minimo, quatro cobaias que apresentem ganho de peso.

Controle do limite morte (L+/50) da toxina diftérica padronizada: distribuir em uma série de tubos
de ensaio volumes constantes de antitoxina diftérica de referéncia, aferida por padrao internacional,
de maneira que o volume a inocular contenha 1 Ul. Acrescentar volumes variaveis de toxina diftérica
padronizada e igualar os volumes de todos os tubos com solucéo salina tamponada contendo 1% (p/v)
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de peptona. Homogeneizar e incubar a 37 °C por 60 minutos. Inocular volume constante de cada
diluicdo, por via subcutanea, em quatro cobaias pesando entre 250 g e 350 g. Observar 0s animais em
relacdo a mortalidade por periodo de 96 horas ap6s a inoculagdo. Calcular a dose letal 50% (L+/50)
por método estatistico adequado.

Titulag&o do soro: distribuir em uma série de tubos de ensaio, volumes variaveis do soro. Acrescentar
volume constante de toxina diftérica padronizada, de maneira que o volume a inocular por animal
contenha 1 L+/50 (limite morte). Igualar os volumes de todos os tubos com solugéo salina tamponada
contendo 1% (p/v) de peptona. Homogeneizar e incubar a 37 °C por 60 minutos. Inocular cada
mistura, por via subcuténea, no minimo quatro cobaias pesando 250 g e 350 g. Observar os animais
por periodo de 96 horas apds a inoculagdo e registrar 0 nimero de vivos em cada mistura. Os valores
das doses efetivas médias (DE50) da amostra e da antitoxina de referéncia sdo determinados,
utilizando método estatistico adequado. Para a determinacgdo ser considerada valida é necessario que:
(a) a faixa da resposta produzida (DE50) esteja entre a maior e menor diluicdo utilizada na amostra
teste e padréo, formando a curva de regresséo que devem apresentar uma relacéo linear; (b) os limites
de confianca (p = 0,95) estejam entre 50% e 200% da poténcia calculada; (c) paralelismo entre a
curva da referéncia e amostras. Calcular a atividade imunogénica pela equagao:

A
Al ==X C
B

em que

Al = atividade imunogénica em Ul/mL;
A = DEg( da antitoxina de referéncia;

B = DEgq da amostra;
C = Ul/mL da antitoxina de referéncia.

No minimo 2 Ul/mL. E facultada ao produtor a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do
envase.

Pode ser utilizado um método in vitro, como ensaio imunoenzimatico ou citotoxicidade em célula
Vero, desde que sejam validados contra o teste de soroneutralizacéo descrito.

B. Por Desafio em cobaia. Comprovar a atividade imunogénica do produto em teste por comparacao
com toxoide diftérico de referéncia. Separar oito grupos de, no minimo, 16 cobaias pesando entre 250
g e 350 g. Efetuar quatro diluicdes da amostra em teste com solucdo de cloreto de sddio a 0,85%
(p/v), utilizando fator de dilui¢do 2. Proceder da mesma forma com o toxoide diftérico de referéncia.
Inocular, por via subcuténea, volume de 1 mL por animal, de cada dilui¢cdo. Separar um grupo de 12
animais sem inocular, para controle da toxina de desafio. Apds 28 dias da inoculacdo, diluir a toxina
diftérica padronizada em solucdo salina tamponada contendo 1% (p/v) de peptona, de modo a conter
100 DLgg/mL (dose letal 50%) e inocular cada cobaia imunizada, por via subcutanea, com volume

de 1 mL da dose desafio de toxina. Observar 0s animais até 96 horas ap6s a inoculacéo e registrar o
namero de vivos em cada diluicdo. Paralelamente, como controle da dose desafio, efetuar diluicao
1:100 a partir da solugéo de toxina que contém 100 DLgg/mL, utilizando o mesmo diluente. Inocular

1 mL da diluicdo, por via subcutanea, em cada uma de cinco cobaias. Observar o0s animais até 96
horas apds a inoculacéo e registrar o namero de mortos na diluicdo. Calcular as Doses Efetivas 50%
(DEgp) da amostra em teste e do toxoide de referéncia, utilizando método de analise estatistica

adequado. A faixa de resposta produzida (porcentagem de sobrevivéncia) deve estar entre a maior e
a menor diluigdo utilizada na amostra teste e padréo, os limites de confianga (P = 0,95) devem estar
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compreendidos entre 50% e 200% da poténcia estimada e a analise estatistica deve mostrar
linearidade e paralelismo das curvas dose resposta. Calcular a atividade imunogénica pela equagéo:

A
Al=—=XC
B
em que
Al = atividade imunogénica em Ul/dose individual humana;

A = DEgq do toxoide de referéncia;
B = DEgq da amostra;
C = Ul/dose individual humana do toxoide de referéncia.

No minimo 30 Ul/dose individual humana. E facultada ao produtor a utilizagdo do resultado obtido
no produto antes do envase.

Componente tetanico. Proceder as determinacdes de atividade imunogénica, utilizando um dos
métodos descritos na monografia de Toxoide tetanico adsorvido. No minimo 2 Ul/mL (método A.).
No minimo 40 Ul/dose individual humana (método B.). No minimo 40 Ul/dose individual humana
(método C.). E facultada ao produtor a utilizagdo do resultado obtido no produto antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.



