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RESUMO

A vacina BCG é a uUnica medida preventiva contra as formas mais graves da
tuberculose. A quantidade de bacilos viaveis na vacina € essencial a sua efetividade, e
também um instrumento valioso na verificacdo da uniformidade da producdo. A contagem
de col6énias em meio sélido € recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude para a
determinacdo do numero de unidades viaveis do BCG na vacina. Este método é sujeito a
variabilidade e baixa reprodutibilidade devido a varios fatores como o meio de cultura
usado, os procedimentos e a hidrofobicidade natural da parede celular do BCG que
dificulta a dispersdo adequada das suspensfes da vacina. Este trabalho adotou medidas
de controle para otimizar a técnica e reduzir o efeito de variaveis, possibilitando a
aplicacdo de critérios estatisticos para a avaliacao de cada ensaio. A andlise de variancia
(qui-quadrado) permitiu verificar a uniformidade do crescimento entre tubos inoculados,
sendo o erro amostral a Unica fonte de variacdo significativa. A aplicacdo do teste t
permitiu avaliar as diferencas entre o niumero de colénias de duas ou trés diluicdes da
vacina. A diminuicdo do numero de ensaios rejeitados em decorréncia de erro
experimental torna-se vantagem devido ao seu elevado custo e prolongada duracdo do

ensaio.

Palavras-chaves: vacina, BCG, contagem, colbnias.
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ABSTRACT

The BCG vaccine is the only preventive measure against the most serious forms of
tuberculosis. The amount of viable bacilli in the vaccine is essential to its effectiveness,
being also an useful instrument to verify uniformity from lot to lot of vaccine produced. The
colony counting on solid medium is recommended by the World Health Organization to
determine the number of viable units of BCG in the vaccine. This method is subject to high
variability and poor reproducibility due to several factors as the culture medium used, the
test procedures and the natural hydrophobic BCG cell wall that makes it difficult to obtain
well dispersed suspensions of the vaccine. Control measures were evaluated to improve
the technique and reduce the effect of variables in order to make possible the application of
criteria for the statistical evaluation of each assay. The analysis of variance (qui-square)
allowed us to verify that the inoculation and growth have been uniform from container to
container with sampling error as the only significant source of variation. The application of
test t allowed the evaluation of differences between two or three dilution levels of vaccine.
The decrease in the number of rejected assays by experimental errors means a great

benefit considering that it is an expensive and time-consuming technique.

Key words: vaccine, BCG, counting, colony.
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1- INTRODUCAO

O BCG (Bacilo de Calmette e Guérin) vem sendo utilizado na prevencdo da
tuberculose desde 1921, quando foi realizada em Paris a primeira vacinagdo em humanos.
A cepa foi obtida a partir do Mycobacterium bovis isolado por Nocard em 1902 (LUGOSI,
1992).

Apéds 1928, quando a Liga das Nacdes aceitou oficialmente o BCG como cepa
vacinal, sua producao foi bastante ampliada em laboratérios de diferentes paises, onde a
aplicacdo de variados processos de manutencdo do bacilo e da producdo da vacina
implicaram em variacdes genotipicas e fenotipicas resultando em diversidade de subcepas
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1993).

Apesar das instrucbes e recomendacdes de Calmette e Guérin, a falta de
uniformizacéo na fabricacdo e o aumento do niumero de passagens do bacilo acarretaram
a reducao dos niveis de viruléncia residual e consequentemente perda da eficacia original
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1993; 2003).

Visando controlar essa diversificacdo crescente, o sistema de lote semente foi
adotado em 1956, e a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 1966, publicou a
primeira série de requerimentos para a vacina liofilizada e vem, desde entdo, buscando
incentivar a producdo de vacinas com 0 menor numero possivel de subcepas,
recomendando a padronizacdo dos sistemas produtivos e de controle da qualidade das
vacinas, sobretudo com atengcdo especial & caracterizacdo molecular das subcepas
(MILSTIEN; GIBSON, 1990; ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 1966; 2003).

Apesar do crescente avanco tecnoldgico na area de producdo de imunobioldgicos,
a vacina BCG liofilizada classica persiste como o principal recurso na prevengdo da

tuberculose.



A despeito de sua acdo controversa e dos questionamentos quanto a sua aplicacao
em alguns paises, estudos demonstraram que, com 0s mais altos indices de eficacia
contra as formas mais graves da tuberculose - 80 a 90% para tuberculose disseminada e
52 a 60% contra a meningite tuberculosa — a vacina é capaz de prevenir formas da doenca
que dependam da dispersdo hematdégena do bacilo, principalmente em criancas. No
Brasil, onde € empregada a subcepa Moreau, estudos relataram a eficacia protetora de
74% a 89% contra meningite tuberculosa (MILSTIEN; GIBSON, 1990).

A acdo da vacina BCG é equivalente aquela da infeccdo natural pelos bacilos
virulentos, induzindo resisténcia mediada por células, sobretudo gracas a acdo de
macréfagos ativados. Desta forma € reduzido o risco de desenvolvimento imediato da
doenca ou de sua reativacdo, porém ndo é impedida a ocorréncia de infec¢do primaria. A
real protecdo sera proporcionada somente por meio de uma vacina que, funcionando ao
nivel do trato respiratdrio, impeca a reinfeccdo exdgena, prevenindo a instalagdo, no
organismo, do bacilo oriundo do ambiente (MILSTIEN; GIBSON, 1990; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 1993).

A vacina empregada no Brasil € obtida pela técnica convencional de cultura do BCG
na superficie de meio liquido Sauton. Apdés o periodo de incubagdo, 0s véus sdo
coletados, pesados e a massa bacteriana triturada por meio de esferas de aco inoxidavel.
A suspenséao final € obtida, por adicdo de glutamato de sédio a 2%, de acordo com a
massa bacteriana pesada. A porcentagem de unidades viaveis ou particulas bacterianas
cultivaveis é entdo determinada, havendo a queda adicional decorrente do processo de
liofilizacao.

Esta forma classica de obtenc&o da vacina oferece véarias desvantagens tanto sob o
aspecto da eficacia do produto final, como também sob o aspecto do controle de sua
qualidade. As carateristicas deste processo de producdo conferem heterogeneidade as
preparacdes com relacdo ao estado de agregacdo dos bacilos, ou seja, variagdo do

namero e tamanho de grumos presentes nas suspensdes de vacina (LUGOSI, 1992). De



fato, segundo STAVRI e colaboradores (STAVRI et al, 1974), o numero de unidades

viaveis é bastante variavel até mesmo entre ampolas de uma mesma série de liofilizacao.

Existem parametros dificeis de serem controlados, como a dependéncia entre o
peso dos véus coletados e a superficie de exposicdo do recipiente — aspecto inerente a
aerobiose — a idade das culturas, a precisdo da medicdo do peso semi-seco da massa
bacteriana coletada e a propor¢gédo desta com a quantidade e dimensao das esferas, a
forma do recipiente triturador e a velocidade e tempo de homogeneizagdo (BROWN;
BROWN, 1982).

A OMS relne em sua Série de Requerimentos Técnicos para Vacina BCG
Liofilizada (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1987) critérios minimos necessarios
ao adequado controle da qualidade do produto, e que garantem a sua seguranca e
eficacia. O documento fornece indicagcdes quanto ao controle da viabilidade do BCG,
termoestabilidade, sensibilizacdo tuberculinica em cobaias, e seguranca quanto a
esterilidade bacteriana e flngica, presenca de micobactéria virulenta e extensao de
reacdes cutaneas em animais (viruléncia residual). No entanto, estes parametros sdo em
geral tratados de forma isolada, sem que sejam rotineiramente correlacionados a
avaliacbes de eficacia e seguranca dos lotes de produto em uso no campo (LUGOSI,
1992; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1993). Portanto, a caréncia de instrucées
quanto a este tipo de averiguacdo, gera a heterogeneidade nas avaliacbes
epidemiolégicas acarretando menor conhecimento da real eficiéncia dos produtos em

humanos, principalmente quando aplicados em diferentes condicdes.

A abordagem deste tema em um encontro de especialistas da OMS em Londres
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2003), demonstra a necessidade de providéncias
neste ambito uma vez que recomenda a revisdo dos atuais requerimentos, levando-se em
conta ndo apenas a atualizacdo das metodologias e dos padrbes, mas também a

conducao de estudos clinicos referentes a eficacia e seguranca das vacinas disponiveis.



O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em saude (INCQS), na qualidade de
laboratorio oficial, vem realizando desde 1984, o controle da qualidade da totalidade dos
lotes de vacina BCG de uso intradérmico (BCG - ID) utilizados no programa nacional de
imunizagdes mantido pelo Ministério da Saude. O fornecimento de subsidios técnicos as
acOes da Coordenacdo Geral do Programa Nacional de Imunizacdes (CGPNI), garante
assim a distribuicdo e utilizacdo de lotes do produto que atendam as especificacdes
previstas pela Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2000) e pela OMS (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 1987) para o produto final.

AvaliacBes e orientacdes complementares sao também solicitadas ao INCQS, pela
CGPNI em resposta as demandas das Secretarias Estaduais de Saude, buscando sanar
questbes oriundas do campo, como por exemplo, eventuais falhas no sistema de
refrigeracdo quando o produto pode ser exposto a temperaturas que extrapolam os limites
recomendados, ou ainda qualquer observacdo feita pelo pessoal responsavel pela

aplicacao direta do produto na populagao.

Cabe mencionar que o INCQS deve ainda, quando consultado, prover a
Farmacopéia Brasileira das informacgdes técnicas relativas e caracteristicas da vacina
BCG - ID, colaborando assim para a atualizagdo da monografia farmacopeica do produto,
como também para o aprimoramento e adequacao das técnicas de controle da qualidade.

Atualmente, além das avaliacfes relacionadas diretamente a seguranca do produto,
0 ensaio de contagem de unidades viaveis do BCG permanece sendo realizado lote a lote
do produto, apesar da adocdo, no INCQS, do controle amostral aleatério de outros
produtos imunobiolégicos também analisados no controle nacional. Isto porque ainda nao
foi demonstrada a consisténcia da producdo nacional com relacdo a viabilidade do BCG

no produto final.

Apesar da OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1977), indicar os

principios para a realizacao do ensaio de contagem de unidades viaveis de BCG em meio



sélido, ndo fornece, na referida publicacédo, o detalhamento técnico necessario a reducao
do efeito de variaveis de forma a permitir a adocéo dos critérios estatisticos recomendados
para a validacdo dos ensaios. Mesmo assim a técnica permanece sendo oficialmente

recomendada.

A escassez de literatura atualizada demonstra uma certa tendéncia ao abandono
das tentativas do aprimoramento desta técnica, talvez pelas dificuldades na reducdo de

sua variabilidade.

De fato, apesar da avaliacdo do numero de unidades viaveis constituir o controle
que mais fornece informacgfes com respeito a viabilidade do produto e de sua estabilidade,
sendo sua importancia reconhecida, as técnicas laboratoriais disponiveis, e mesmo o0s
padrées empregados, ndo oferecem a precisdo necessaria, sendo as avaliacbes
estatisticas dificilmente aplicaveis (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2003; 2004).

O fato de inexistir, até o presente, ensaios laboratoriais que indiquem diretamente a
eficacia protetora da vacina, a estratégia adotada pela OMS tem sido a avaliagcdo deste
parametro, por meio de estudos clinicos, das diferentes preparacdes do BCG cuja
seguranca e as caracteristicas “in vitro” ja tenham sido constatadas (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 1993).

Este fato demonstra a importancia do objeto do presente estudo, pois a avaliacédo
da viabilidade do BCG na vacina, como produto final, é fundamental, visto ser o nimero
de viaveis o principal indicador da consisténcia de producdo e manutencdo das
caracteristicas originais das preparacdes. Considerando ser a contagem de unidades
viaveis por cultivo em meio sélido, o Unico método disponivel, e oficialmente
recomendado, para a obtencgéo de tais dados, justificam-se 0s investimentos que visam 0

aprimoramento e validagédo dos procedimentos de ensaio.



Portanto, buscando a adequacdo dos procedimentos de ensaio como resposta as
exigéncias cada vez mais rigidas do sistema da qualidade, a equipe do controle da vacina
BCG no INCQS pretende aprimorar e aumentar o nivel de precisdo da técnica de
contagem de unidades viaveis do BCG presentes nas amostras de vacina.

Para tal, faz-se necessaria a realizacdo de avaliacbes preliminares relativas a
influéncia de diferentes fatores incluidos nos procedimentos, identificando, reduzindo e/ou
controlando o efeito de variaveis, avaliando assim o impacto da introducdo de critérios

estatisticos necessarios a validacdo dos ensaios.



2 — OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

2.1 - Avaliar aspectos praticos inerentes a técnica, estabelecendo condi¢cbes especificas
para a realizacdo do ensaio de contagem de unidades vidveis de BCG em amostras de
vacina de forma a reduzir os efeitos de variaveis na precisdo dos resultados, visando a

implementacgdo da validagdo estatistica dos ensaios:

2.1.1 - Avaliar o impacto da adocdo do teste do y? como critério estatistico preliminar
de validacao do ensaio realizado segundo técnica tradicional,

2.1.2 - Adaptar a técnica tradicional, buscando a reducédo do efeito de variaveis nas
diferentes etapas do ensaio;

2.1.3 - Avaliar o impacto da adoc&o do teste do y? como critério estatistico preliminar
de validacdo do ensaio realizado pela técnica modificada, segundo item anteriormente
descrito;

2.1.4 - Avaliar o impacto da adocéo do teste t para validacdo do ensaio realizado pela
técnica modificada, segundo item anteriormente descrito.

2.2 - Avaliar o impacto da anélise combinada dos valores de y? obtidos em um mesmo

ensaio, seguida da avaliacdo da significancia entre os diferentes niveis de diluicdo de

cada amostra incluida no ensaio;

2.3 - Avaliar o impacto da substituicdo das formulas de interpolacdo pelas férmulas limite
para o calculo de Unidades Formadoras de Colbnias por mililitro (UFC/mL) de vacina

BCG com posterior aplicacdo do teste do y°e teste t.

2.4 - Informatizar o calculo, a validacdo e a interpretacdo dos resultados dos ensaios de
contagem de UFC/mL conforme conclusdo do estudo do impacto da introdugao de
critérios estatisticos de validacdo dos ensaios.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Contagem de unidades viaveis do BCG presentes em amostras de vacina
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1977):

3.1.1 - Técnica tradicional:

Foi utilizada a técnica tradicional que consiste na reconstituicdo de amostras de
vacina liofilizada, diluicdo, inoculagdo em meio de cultura soélido e contagem de colbnias,

apos 4 semanas de incubacao a 37 +/- 1 °C.

3.1.1.1 — Amostras de Vacina:

Foram empregadas amostras de vacina BCG liofilizada preparada com a subcepa

Moreau - RJ.

3.1.1.2 — Vacina de Referéncia

Foi utilizada a vacina de referéncia de trabalho BRABCGO003, também preparada
com BCG da subcepa Moreau — RJ. Uma amostra desta preparacao foi incluida em cada

um dos ensaios avaliados.

3.1.1.3 - Meios de cultura utilizados:

a) Meio liquido Sauton %: foi empregado para diluicdo das amostras reconstituidas de
vacina. A composicdo e o modo de preparo encontram-se descritos no Anexo A;

b) Meio sdlido de Lowenstein-Jensen (LJ): foi empregado como substrato para o
cultivo das unidades viaveis presentes nos volumes inoculados de cada diluicdo da

vacina citadas em 3.1.1.1.



O meio foi preparado a partir de base comercial Merck® para meio de LJ, acrescida
de glicerol e de suspenséao de ovos batidos, distribuido em volumes de 15 mL em tubos
de ensaio 25 x 200 mm providos de rolhas de gaze e coagulado por 45 minutos a 85

°C. A composicado e o modo de preparo encontram-se descritos no Anexo A.
3.1.1.4 - Esquema de ensaio:

a) Aleatorizacdo dos tubos segundo o lote de LJ: os tubos com LJ utilizados em cada
ensaio foram preparados em um Unico procedimento de preparo de meio. A tomada de
cada tubo de LJ foi feita de forma aleatoria em relacdo as diferentes partidas de
coagulacdo que compunham cada lote de meio originado de um mesmo procedimento de
preparo, de forma a evitar que os tubos destinados ao ensaio de uma mesma amostra

fossem todos provenientes da mesma partida de coagulacao;

b) Reconstituicdo das amostras: cada ampola de vacina em andlise foi reconstituida
(rehidratada) adicionando-se o volume de diluente indicado pelo fabricante e

homogeneizando-se manualmente até que a suspensao adquirisse aspecto homogéneo;

c) Diluicdo das amostras: foram preparadas 03 diluicbes de cada uma das vacinas
utilizando-se fator de diluicdo 2 (Quadro I).

O diluente — Meio Sauton ¥ - foi distribuido em erlenmeyers de 250 mL por meio de
dispensador automatico para volumes de 99 mL, e em tubos 18 x 180 mm, por meio de

pipetas sorolégicas de 5 mL e 10 mL para volumes de 4, 6 e 14 mL.

Quadro | - Esquema de preparo das dilui¢des:

Diluicdo Proporgbes

1/100 1 mL da vacina reconstituida + 99 mL de diluente
1/10000 1 mL da diluicdo 1/100 + 99 mL de diluente
1/20000 4 mL da diluicdo 1/10000 + 4 mL de diluente
1/40000 2 mL da diluicdo 1/10000 + 6 mL de diluente
1/80000 2 ml da diluicdo 1/10000 + 14 mL de diluente




A tomada do volume inicial de 1 mL da amostra a ser diluida e a passagem dos
volumes para preparo das diluicbes seriadas foram feitas por meio de pipetas soroldgicas
de 1 mL e de 5 mL.

A homogeneizacdo da amostra a ser diluida para tomada do volume inicial e dos

volumes entre cada diluicéo foi realizada manualmente e por tempo indefinido;

d) Numero de tubos por amostra de vacina: foram utilizados 20 tubos contendo LJ para a
inoculacdo de cada amostra de vacina, de forma que as duas primeiras diluicdes foram

inoculadas em 05 tubos cada uma e a terceira em 10 tubos;

e) Codificacdo dos tubos: cada uma das séries de 20 tubos foram codificadas segundo as
seqiéncias numéricas extraidas da tabela estatistica de aleatoriedade e dispostas em

modelo padronizado de formulario de ensaio;

f) Inoculagao das diluigbes: cada tubo codificado contendo LJ foi inoculado com 0,1 mL de
cada diluicdo por meio de pipeta soroldgica de 1 mL. O volume de indculo foi distribuido
uniformemente por toda a superficie do meio, sendo os tubos mantidos na posicao
horizontal e ao abrigo da luz, ligeiramente inclinados com a base inoculada voltada para
cima, durante 24 horas a temperatura ambiente (20 a 25 °C). Os tubos foram entéo
colocados na posicao vertical, vedados com rolhas de silicone parafinadas e aquecidas
em chama e, posteriormente, incubados a 37 +/- 1 °C ao abrigo da luz durante 4

semanas;
g) Contagem das colbnias: as colonias caracteristicas do BCG, de aspecto rugoso,

espraiado e esbranquicadas (sem pigmentacédo) foram contadas com o auxilio de lente de

aumento. As contagens superiores a 100 coldnias foram desprezadas.
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3.1.2 - Técnica modificada:

A técnica tradicional descrita em 3.1.1 foi modificada conforme descrito no quadro a

seguir, visando avaliar a reducdo do efeito de variaveis relacionadas ao operador, ao

sistema de homogeneizacdo das suspensdes e ao material volumétrico empregado nas

dosagens.

Quadro Il — Relacdo de modificagfes introduzidas na técnica tradicional:

Parametro

Técnica tradicional

Técnica modificada

Operador com relacéo
as etapas de
reconstituicdo/diluicdo e
inoculacdo em tubos

com LJ

A etapa de reconstituicdo/
diluicdo e a etapa de
inoculacdo de uma mesma
amostra foram realizadas por

técnicos diferentes

A etapa de reconstituicao/
diluicdo e a etapa de
inoculacdo de uma mesma
amostra foram realizadas

pelo mesmo técnico

Tipo de recipiente
empregado para
preparo do “pool” de

amostra reconstituida

Tubo 18 x 180 mm

Erlenmeyer de 25 mL

Tipo de recipiente
empregado para

preparo das diluicdes

Tubo 18 x 180 mm

Erlenmeyer de 25 mL

Distribuicdo do diluente

— meio liquido Sauton %

Dispensador automatico para
volumes de 99 mL e pipeta
soroldgica para volumes

menores

Pipeta automatica de

repeticdo calibrada
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Quadro Il (continuacado) — Relacdo de modificacdes introduzidas na técnica

tradicional:

Parametro Técnica tradicional Técnica modificada
Estabelecimento de 03
rinsagens da pipeta e/ou

_ _ o ponteira no momento da
Rinsagem de pipetas Indefinido
tomada do volume a ser
diluido e da tomada do
volume a ser inoculado;
L Manual com movimentos Manual com movimentos
Homogeneizacéo da ) _ ; _
o padronizados, por tempo padronizados por periodo fixo
amostra reconstituida _ o _
indefinido de 1 minuto
Homogeneizagdo Manual com movimentos Manual com movimentos
durante o preparo das padronizados, por tempo padronizados por periodo fixo
diluicbes indefinido de 1 minuto
Homogeneizacao das ] _
L Manual com movimentos Manual com movimentos
diluicbes antes da , _ i _
padronizados por tempo padronizados por periodo fixo
tomada dos volumes a | o _

. indefinido de 1 minuto

serem inoculados

Inoculacéo dos volumes Pipeta automatica de

de 0,1 mL das diluicdes |Pipeta sorolégica de 1 mL repeticdo calibrada e provida
nos tubos com LJ de ponteiras descartaveis

3.2 — Célculo do nimero de UFC/mL (ORGANIZAGAO MUNDIAL DA SAUDE, 1977)

3.2.1 — Calculo baseado em formulas de interpolacao (3 diluicdes):

3.2.1.1 — Descricdo dos célculos:

O calculo dos numeros de UFC/mL foram realizados de acordo com as seguintes

etapas:
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a) as meédias (X1, X2 € x3) dos numeros de colbnias foram calculadas para cada diluicéo.
Para tal, somou-se 0s numeros de coldnias contados em cada um dos tubos
inoculados com uma mesma diluicédo e dividiu-se pelo nimero de tubos que compunha

a diluicao;

b) os valores acumulados foram calculados aplicando-se as seguintes formulas:

Diluicao Média Valor acumulado das médias
d; X1 X1 + X + 2X3
d, X2 X2+ 2X3
d3 X3 2X3

Onde: d; = preparacdo menos diluida;
d, = diluicdo intermediaria;
ds; = preparacdo mais diluida;
X1 = média de colbnias da d;
X2 = média de coldnias da dy;

X3 = média de colbnias da ds

c) considerando @ = 40 como 0 numero 6timo de coldnias e os valores acumulados
obtidos, aplicou-se a férmula de interpolagéo correspondente para o calculo do numero de
UFC/mL, conforme quadro a seguir:

® em relacdo ao valores acumulados Formula de interpolacao
2w >X1 + Xo + 2X3 (d1/v).(1/2).( X1 + X2 + 2X3)
X1+ Xo + 2X3 220 =X + 2X3 (d2/ V). ((0x)/(2w + X1 — (X2 + 2X3)))
X2+ 2X3 220 > 2X3 (d3/v). (0x2)(2 + X2 — 2X3))
2X3>2w (d3/ V). X3

Onde: d; = fator de diluicdo da preparacdo menos diluida;
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d, = fator de diluicdo da preparacao intermediaria;
d; = fator de diluicao da preparacdo mais diluida.
X1 = média de colbnias da dj;
X2 = média de colbnias da d;
X3 = média de colbnias da ds,

v = volume inoculado por tubo.
3.2.1.2 — Critérios estatisticos para valida¢do dos ensaios:
3.2.1.2.1 - Teste do qui-quadrado (y?):

Destinado a verificacdo da existéncia de valores de contagens aberrantes em um
mesmo nivel de diluicdo, e, portanto a ocorréncia de erro experimental, somado ao erro
amostral previsto na distribuicdo de Poisson.

a) Descricdo do calculo de y*
Para o céalculo do y? de cada um dos trés niveis de diluicdo foi utilizada a seguinte

féormula;

n . xx

2 X
Onde: n = namero de tubos legiveis;

¥ X = soma das contagens de colbnias;

¥ x* = soma dos quadrados das contagens de coldnias.
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O valor de ¥ calculado para cada diluicdo foi comparado com o valor critico
tabelado com base nos graus de liberdade (n - 1) para o nivel de significancia 0,05

conforme segue.

N 2 3 4 5 6 7 8 9 10
n-1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 3,8 6,0 7,8 9,5 111 | 12,6 | 14,1 | 155 | 16,9

* (nivel de significancia 0,05)

b) Interpretagéo:

Valores de y° calculados menores ou iguais aos valores criticos tabelados,
indicaram a inexisténcia de contagens aberrantes entre os tubos inoculados com volumes
iguais de uma mesma diluicdo de vacina, e portanto uniformidade no crescimento
bacteriano entre os tubos. Desta forma a diluicdo satisfez o critério do %, tendo sido

incluida na média das contagens para célculo do nimero de unidades viaveis (3.2.1);

Valores de y® calculados maiores do que os valores criticos tabelados indicam a
presenca de contagens aberrantes entre os tubos e, portanto heterogeneidade no
crescimento entre tubos. Neste caso a diluicdo ndo satisfez o critério do y? tendo sido
rejeitada e inviabilizada a continuagdo dos célculos do ndmero de viaveis descrito em
3.2.1.

3.2.1.2.2 - Teste t
Aplicado a verificacdo das diferencas entre as diluicdes e, portanto a manutencédo da

proporcionalidade entre as mesmas. Trata-se de um teste estatistico de significancia,
comparando as diferencas entre as médias obtidas nas diluicbes consideradas validas

15



para o critério do ¥ (3.2.1.2.1), com o desvio padrédo esperado, segundo a distribuicéo de

Poisson.
a) Descricao do calculo de t:

Para a comparacdo das médias obtidas na primeira, na segunda e na terceira

dilui¢cdes, aplicou-se a seguinte formula:

X, = (X, + (2% X3))

ny n, nj

Onde: x3, X2 € X3 = médias de colbnias das diluicdes 1, 2 e 3 (validas para o critério de
);
n, Nz e N3 = nimero de tubos nas diluicdes 1, 2 e 3 (validas para o critério de y?).

b) Interpretacéo
Os resultados compreendidos entre —2 e 2 foram considerados vélidos para p = 0,05.

3.2.1.3 — Pasta de calculo BCGCALC:

O célculo do numero de UFC/mL, por meio de férmulas de interpolagéo (3.2.1), foi
realizado utilizando-se a pasta de célculo denominada BCGCALC, desenvolvida no Setor
de Vacinas do Departamento de Microbiologia do INCQS em 2000 por meio do Microsoft
Excel, com base nas instruces fornecidas pela OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 1977), tendo sido validada por meio da comparacéo dos resultados fornecidos
com aqueles obtidos por meio do programa informatizado (linguagem d-base) fornecido
pela Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) em 1996 (INCQS, 2000).
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Nota: O programa informatizado fornecido pela OPAS em 1996, foi validado em 1998 no
Setor de Vacinas do Departamento de Microbiologia do INCQS (INCQS, 1998) por meio
da reproducdo manual dos calculos com a aplicacdo das férmulas fornecidas pela OMS
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1977).

Observa-se na Figura 1, que uma vez introduzidos os valores de contagens obtidos
em cada tubo e os fatores de diluicdo da amostra, a Pasta BCGCALC forneceu
automaticamente os valores de y* de cada diluicdo, o valor de t (comparagdo das
diferencas entre as médias das trés diluicdes), assim como o numero de UFC/mL. A
utilizacdo desta pasta requer a interpretacao, pelo operador do calculo, da validade dos

ensaios com relacdo aos critérios estatisticos (valores de y? e teste 1).

BCGCALC 1 - Célculo BCG viaveis em suspensg@es de vacina
Amostra: Monografia [Fabricante: XXXX [Lote: XXXX Ensaio: XXXX Folha: XXXXX
Data: Livro: XXXX
Temperatura de estoque da amostra: 37°C
| Numero 6timo de colﬁnias:| 40[ | Volume inoculado:| 0.1
Contagens Dados estatisticos
Cl C2 |C3|cC4|C5]C6| C7|C8B|C9]|C10 02 Somatério n CHI2 Média Valor acumulado Diluigao
19 18 27| 6] 20 1850 90 5 12.78 18.0 35.75 5000
10 9 6 6 4 269 35 5 3.43 7.0 17.75 10000
8 1] 7| 7| 2 5 9 4 289 43 8 10.77 5.4 10.75 20000
Teste t =] 0.090166963]
N° de coldnias (UFC/mI) = 8.94E+05|
Temperatura de estoque da amostra: 4°C
| Numero 6timo de colﬁnias:| 40| | Volume inoculado:| 0.1
Contagens Dados estatisticos
Cl C2 |C3 |C4 |C5 |C6 |C7 |c8 |c9 |[c10 02 Somatdrio n CHI2 Média Valor acumulado Diluicéo
20 26| 25 32| 36 4021 139 5 5.64 27.8 53.8 10000
10 13[ 10 9 8 514 50 5 1.40 10.0 26.00 20000
4 13 9 8 7| 9 5 8| 9 8| 694 80 10 6.75 8.0 16.00 40000
Teste t = 0.548739685|
N° de coldnias (UFC/mI) = 2.69E+06|
Resumo dos resultados
Contagem de BCG viaveis (UFC/ml) = 2.69E+06 SATISFATORIA
Termoestabilidade = 33% SATISFATORIA
Responséavel técnico: Data: __ /|
Conferéncia dos dados: Data: [/ [

Figura 1 - Visualizacdo da Pasta BCGCALC.
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3.2.2 — Céalculo baseado em férmulas limites (minimo duas diluicbes estatisticamente

validas):
3.2.2.1 — Descricdo dos célculos:

O calculo dos numeros de UFC/mL foram realizados de acordo com as seguintes

etapas:

a) Calculo das médias (x1, x2 € X3) dos numeros de col6nias obtidas em cada uma das
trés diluigbes. Para tal, somou-se os numeros de col6nias contados em cada um dos
tubos inoculados com uma mesma diluicdo e dividiu-se pelo numero de tubos que

compunham a série;

b) célculo do valor de UFC/mL obtido em cada diluicéo:

Diluicédo Formula limite
1 (x2.dy) /v
2 (X2.02) /v
3 (x3.d3) /v

Onde: d; = fator de diluicdo da preparacao menos diluida;
d, = fator de diluicdo da preparacao intermediaria;
ds = fator de diluicdo da preparagdo mais diluida.
X1 = média de col6nias da d;.

X, = média de colbnias da d,.
X3 = meédia de col6nias da ds.

v = volume inoculado por tubo.

c) célculo final de UFC/mL da amostra em analise através da média dos valores de
UFC/mL obtidos em cada diluicdo considerada valida para o teste do y° e do t (ver

3.2.2.2 a seguir). Desta forma o valor final de UFC/mL correspondeu a média entre as
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UFC/mL presentes nas diluigcdes d;, d, e d3 ou nas diluicdes d; e d;, ou nas diluigbes d,
e d;ou ainda entre as diluicdes d; e ds;, desde que estatisticamente validas.

3.2.2.2 - Critérios estatisticos para validacdo do ensaio:
3.2.2.2.1 - Teste do y?
Aplicado a verificacdo da existéncia de valores de contagens aberrantes em uma
mesma diluicdo, e, portanto a ocorréncia de erro experimental, somado ao erro amostral
previsto pela distribuicdo de Poisson.
a) Descricdo do calculo de y*
Conforme descrito em 3.2.1.2.1
b) Interpretagéo:
Conforme descrito em 3.2.1.2.1
3.2.2.2.2 — Avaliac&o do y? combinado:
Igualmente aplicado a verificacdo da existéncia de contagens aberrantes, e, portanto
de erros experimentais significativos. O valor combinado de y? permite diluir variacées
individuais que podem ser equivocadamente consideradas significativas.

a) Descricao do calculo:

Para a obtencdo do y? combinado somou-se cada valor individual de y? correspondente

a cada uma das diluigbes (ver 3.2.1.2.1) das vacinas incluidas no ensaio. Os graus de
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liberdade (n - 1, onde n = numero de tubos legiveis) de cada diluicdo foram igualmente

somados.

b) Interpretacéo:

O valor combinado de %* maior do que o valor critico tabelado indicou a existéncia de
variancia além da prevista pela distribuicdo de Poisson e, portanto erro experimental
significativo para o nivel de significancia 0,05.

Quando a analise do y? combinado indicou a existéncia de valor aberrante entre as
contagens de uma, ou de mais de uma, das diluicbes das vacinas incluidas no ensaio,
buscou-se identificar o valor individual aberrante por meio de sua eliminacao e recalculo
do valor combinado de y% Procedeu-se desta forma até a eliminagéo de todos valores

. ~ . 2 .
aberrantes e a consequente obtencéo de um valor de combinado de x“ menor ou igual ao
valor critico tabelado. Consequentemente, as amostras de vacina em que duas de suas
diluicdes tiveram as meédias eliminadas foram consideradas invalidas sendo, portanto

necessdria a sua repeticdo por meio da realizacdo de um novo ensaio.
3.2.2.2.3 -Testet
Conforme descrito em 3.2.1.2.2, poréem comparando as diferencas entre as médias de
col6nias obtidas nas diluicdes consideradas validas para o critério do y*(3.2.2.2.1), com o
desvio padréo esperado, segundo a distribuicdo de Poisson.
Para tal avaliacdo, foram utilizadas as seguintes formulas:

a) para a comparacdo das meédias obtidas na primeira, na segunda e na terceira

diluicbes, introduziu-se a seguinte formula, devendo o resultado estar

compreendido entre -2 e 2:

20



Xl — (Xz + (ZX Xa))
X X (AxXg)
n, n, N,

Onde: x1, X2 € X3 = médias de colbnias das diluicdes 1, 2 e 3;

n, Nz e n3 = numero de tubos nas diluicbes 1, 2 e 3.

b) para comparacdo das meédias obtidas na primeira e na segunda dilui¢des,

introduziu-se a seguinte férmula, devendo o resultado estar entre -2 e 2:

t = (X, = (2 x x,))

\/xl+ (4 x Xx,)
nl n2

Onde: x; e X, = médias de coldnias das diluicdes 1 e 2;

ni € N = numero de tubos nas diluicbes 1 e 2.

c) para comparacdo das médias obtidas na segunda e na terceira dilui¢des,

introduziu-se a seguinte férmula, devendo o resultado estar entre -2 e 2:

(Xz — (2 X Xs))

X, N (4 x X3)
n, n,

Onde: x; e x3 = médias de colbnias das diluicdes 2 e 3;

t =

N, € N3 = numero de tubos nas diluicbes 2 e 3.

d) para comparacdo das meédias obtidas na primeira e na terceira dilui¢des,

introduziu-se a seguinte férmula, devendo o resultado estar entre -2 e 2:

(x, = (4 xX35))

t =
X, (16 x X5)
nl n3
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Onde: x; e x3= médias de coldnias das diluicdes 1 e 3;

ni e nz = numero de tubos nas diluicbes 1 e 3.

3.2.2.3 - Pasta de céalculo BCGCALCVAL:

O calculo do nimero de UFC/mL foi realizado utilizando-se a pasta de célculo
denominada BCGCALCVAL, desenvolvida no Setor de Vacinas do Departamento de
Microbiologia do INCQS em 2005, tendo sido validada por reproducdo manual dos
calculos (INCQS, 2005).

BCGCALCVAL
Amostra: Monografia | Ensaio: x000000¢ [ Livro: x00000¢ | Pagina: xo000 | 2/1/2007 23:00  |Operador: Esther
Dilui¢éo cCiljc|Cc|c4| C5|C|C7| C8| C9 | C10 o2 Somatério n Média CHI2 UFC/mL
20000 200 26) 25 28 36| 3781 135 5 27.0 5.0 Valido 5.4E+06
40000 100 13 14 171 19 898 66 5 13.2 20 |Valido 5.3E+06
80000 A4 12 o 6 2 9 5 g 9 9 1076 %2 10 9.2 250 [Invalido [invalido
Teste de significancia entre diluicdes
Diluicoes testadas Desvio padréo Resultado UFC/mL
dl |[d2 |d3 -1.3|invalido invalido
d2 |[d3 -2.1]invalido invalido
d1 d3 -2.7|invalido invalido
dl  |d2 0.2 5.3E+06|valido
Responsavel pelo Calculo:  [xoo0000 [Conferente: [ YOO

CHI2 = valores de y?; Desvio padrdo = valores de t.

Figura 2 - Visualizacao da planilha “Calculo Referéncia” da Pasta BCGCALCVAL..

Como se observa na Figura 2, uma vez introduzidos os valores de contagens
obtidos em cada tubo e a primeira diluicdo da amostra, a Pasta BCGCALCVAL forneceu
automaticamente os valores de y° de cada diluicdo e o resultado da validacdo da diluicdo
com relacdo ao valor critico de y?, os valores de t e o “status” de validacdo para cada
combinagéo de diluicdo (d1/d2/d3 ou d1/d2 ou d2/d3 ou ainda d1/d3), assim como 0s
resultados finais de UFC/mL para cada uma destas.
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3.2.2.4 - Pasta de célculo BCGCALCVAL adaptada ao célculo do y* combinado:

Os célculos dos nimeros de UFC/mL dos ensaios analisados pelo y? combinado

foram realizados utilizando-se a pasta de célculo BCGCALCVAL adaptada e revalidada
(INCQS, 2005).

Analise do gui-guadrado acurmulado em ensaio de contagerm de BCG vidveis em amostras de Vacing
Data:| 12/11/2005] | Ensaio:[monografia | Lo eocooecd]  Pagina: [0

Armostra Yalores de gui-quadracdo Total qui; 11967
Exermplo 716 M tubos: 98
13.00 grau lib.: 97
17.73
Exemplo 2.10 Cui tabelado (p005): | 120.99]
0.25

B.74 Conclusén| satisfatorio |
Exemplo 1.92
514
4.50
Exemplo 3.56
3.33
23.22
Exermplo 250
252
24.00

—

—

—

DM O (MMM | m ||| m

—

Figura 3 — Visualizagdo da planilha “Qui-ensaio” da Pasta BCGCALCVAL adaptada ao
célculo do x* combinado.

Como pode ser visualizado na Figura 3, foi introduzida, na Pasta BCGCALCVAL,

uma planilha especifica para o célculo e interpretacdo do y? combinado, com base na

tabela de distribuicdo de y? para o nivel de significancia 0,05.
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Como ilustrado na Figura 4 a seguir, uma vez introduzidos os valores de contagens
obtidos em cada tubo e a primeira diluicdo da amostra, a Pasta BCGCALCVAL adaptada
forneceu automaticamente os valores de y° de cada diluicéo, os valores de t e o “status”
de validacao para cada combinagédo de diluicdo (d1/d2/d3 ou d1/d2 ou d2/d3 ou ainda

d1/d3), assim como os resultados finais de UFC/mL para cada uma destas.

BCGCALCVAL

Amostra: Monografia | Ensaio: XXXXXXXX JLivro: XXXXXX | Pagina:XXXXXX | 2/1/2007 22:02  |Operador: Esther
Diluicdo cCil|]c2|c3|ca| C5|C6|C7| C8 C9 | C10 02 Somatdrio n Média CHI2 UFC/mL
20000 23] 25 26| 52 32 5558 158 5 31.6 17.9 Invalido 6.3E+06
40000 12 13| 12| 16 19 1074 72 5 14.4 2.6 Valido 5.8E+06
80000 4 12 9| 6 7| 9 5 8 9 8 641 77 10 7.7 6.2 Valido 6.2E+06|

Teste de significancia entre diluicbes
DiluicGes testadas Desvio padrdo Resultado UFC/mL

dl d2 |d3 0.5 6.1E+06|valido
d2 |d3 -0.4] 6.0E+06|valido
dl d3 0.2 6.2E+06|valido
dl  |d2 0.7 6.0E+06|valido
Responsavel pelo Calculo: | |Conferente: |

CHI2 = valores de y?; Desvio padrédo = valores de t.
Figura 4 — Visualizacdo da planilha “Célculo Referéncia” da Pasta BCGCALCVAL

adaptada ao célculo do y* combinado.
3.3 - Descricdo das avaliacdes realizadas:

3.3.1 - Avaliacdo do impacto da aplicacdo do teste do y? as contagens, tendo-se

analisado:

a) 154 contagens em amostras de vacina (462 diluicdes) executadas, no INCQS, pela
técnica tradicional descrita em 3.1.1 entre os anos de 2002 e 2003;
b) 155 contagens em amostras de vacina (465 diluicdes) executadas, no INCQS, pela

técnica modificada descrita em 3.1.2 no ano de 2005.

Os valores de y* foram calculados e avaliados quanto a sua conformidade, por

meio da pasta BCGCALC. Neste estudo foi possivel a associacdo das frequéncias de
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invalidacdo aos operadores da homogeneizacdo das suspensdes e inoculacdo dos

volumes de 0,1 mL da diluicdo por tubo contendo LJ.

3.3.2 - Avaliagdo comparativa do impacto da aplicagdo do teste t aos ensaios de
contagem de UFC/mL com o emprego dos sistemas de calculo descritos em 3.2.1
(minimo de 3 diluicdes validas quanto ao y* para o célculo por meio de férmulas de
interpolacdo — pasta BCGCALC) e 3.2.2 (minimo de 2 diluicdes vélidas quanto ao y? para

o calculo por meio de férmulas limite — pasta BCGCALCVAL), tendo-se analisado:

a) 283 contagens em amostras de vacina executadas, no INCQS, pela técnica
convencional descrita em 3.1.1 entre os anos de 2002 e 2004;
b) 285 contagens em amostras de vacina executadas, no INCQS, pela técnica modificada

descrita em 3.1.2 no ano de 2005 .

3.3.3 — Avaliacdo do impacto da aplicacéo do teste do y? combinado e do teste t com o
emprego dos sistemas de célculo descritos em 3.2.1 e 3.2.2 para interpretacao dos
resultados de 31 ensaios (285 contagens em amostras de vacina) executados no INCQS

em 2005, empregando-se a técnica modificada descrita em 3.1.2.
3.4 — Fonte de consulta dos ensaios incluidos no estudo:
Os dados referentes aos ensaios avaliados encontram-se arquivados nos livros de

registro de Ensaios de Contagem de Unidades Viaveis de BCG do Setor de Vacinas do

Departamento de Microbiologia do INCQS.
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4 — RESULTADOS

Tabela 4.1 - Diluicdes consideradas invélidas pelo teste do x? quando diferentes
operadores empregaram a técnica tradicional (3.1.1) para contagem de unidades viaveis
de BCG em amostras de vacina. As avaliacbes estatisticas de y? foram realizadas
utilizando-se a pasta BCGCALC.

Diluicdes *
N° total Invalidas %
Operador A 132 30 22,7
Operador B 330 106 32,0
Total 462 136 29,0

* Diluicdo: série de tubos contendo LJ inoculados

com uma mesma diluicdo da amostra de vacina.

Tabela 4.2 — Diluicdes consideradas invalidas pelo teste do x? quando diferentes
operadores empregaram a técnica modificada (3.1.2) buscando a reducdo do efeito de
variaveis nos ensaios de contagem de unidades viaveis de BCG. As avaliacdes

estatisticas de y? foram realizadas utilizando-se a pasta BCGCALCVAL..

Diluicbes*
N° total Invalidas %
Operador A 135 04 2,9
Operador B 54 06 11,1
Operador C 276 34 12,3
Total 465 44 9,4

*Diluicao: série de tubos contendo LJ inoculados

com uma mesma diluicdo da amostra de vacina.
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Tabela 4.3 - Contagens de viaveis consideradas invalidas, por operador, segundo critério
do y?, antes e ap6s a introducéo das modificacées na técnica tradicional. Utilizou-se para
tal avaliacdo, o critério de calculo baseado na aplicacdo das formulas de interpolacéo

(minimo de trés diluigBes validas) conforme item 3.2.1 e a pasta BCGCALC.

Contagens em Técnica tradicional Técnica modificada
amostras de . _
_ Ne° total Invalidas % Ne° total Invalidas %
vacina

Operador A 44 26 59 45 04 12,5
Operador B 110 79 72 18 06 33,3
OperadorC - = e 92 32 34,8

Total 154 105 68 155 42 27,0

Tabela 4.4 - Indices de invalidacdo das contagens de viaveis em amostras de vacina
segundo o critério do y? e do teste t, considerando-se os esquemas de célculo baseados
nas formulas de interpolagdo (minimo de trés diluicbes validas) e nas formulas limite
(minimo de duas diluicbes validas), aplicados aos resultados fornecidos pela técnica

tradicional e pela técnica modificada:

Minimo 3 dilui¢cdes Minimo 2 dilui¢cbes

Contagens em ) )
) Ne° total Invalidas % Ne° total Invalidas %
amostras de vacina
Técnica convencional 283 190 67 283 68 24

Técnica modificada 285 112 39 285 18 6
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Tabela 4.5 - Impacto da aplicacéo do calculo baseado em no minimo trés diluicdes validas

quanto ao y° e teste t em 31 ensaios realizados pela técnica modificada:

Numero de Repeticdes necessarias
Total de Total de amostras Total de petc
. amostras invalidacbes Amostras
ensaios incluidas ® Validas Invalidas por ensaio Amosﬁr‘?‘s de vacina Total de
em andlise . amostras
referéncia
31 285 173 112 197"
c 205
182 23 (72%)
61% 39% 79%

a

— Incluida uma amostra de vacina de referéncia de trabalho por ensaio;

® _ Como 15 ensaios foram rejeitados por invalidagéo da amostra de vacina de referéncia
de trabalho, do total de 197 amostras invalidas, 15 correspondem a vacina de referéncia
de trabalho e 182 a amostras de vacina em analise;

¢ — 182 amostras agrupadas em 23 ensaios.
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Tabela 4.6 - Impacto da aplicacdo do calculo baseado em no minimo duas diluicbes

vélidas quanto ao x” e teste t em 31 ensaios realizados pela técnica modificada:

Total de Numero de amostras Repeticoes necessarias ©
Total de amostras  Vélidas Validas Amostras
eNsalos incluidas para 3 para2 Invalidas ¢ eAr\nm:r?;rl?sSe vacina ;rggaslt?;
diluicbes diluicdes referéncia
173 94 b
31 285 616) (33w) 18 o © o 30
(10,5%)
267 (94%) 6 %

& — Incluida uma amostra de vacina de referéncia por ensaio;

P _ Uma amostra de vacina de referéncia implicando na repeticdo de nove amostras
incluidas em um Unico ensaio;

¢ — 26 amostras agrupadas em quatro ensaios;

d _ Critério de invalidacdo: médias decrescentes em diluices crescentes (03 amostras —
16,7%); teste t (12 amostras — 66,6%) e x> valido para ao menos duas diluicdes (03
amostras — 16,7%).
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Tabela 4.7 - Impacto da aplicacdo do calculo baseado em no minimo duas diluicbes

vélidas quanto ao x* combinado e teste t em 31 ensaios realizados pela técnica
modificada:

NUmero de amostras

Repeticdes necessarias
Ensaios
0
Total.de valdoszpara Validas parat Validas para Amostra Amostra
ensaios % fpgaC . Total de
; Total com 3 t com 2 Invalida em vacina
combinado S A o ~ . amostras
diluicdes diluicdes andlise referéncia
223 55
1 1 285°
3 3 8% (80w %) % o 07
(2,4%)
278 (98%) 2%

% — Dois ensaios validos apos a eliminacdo de um valor aberrante e um ensaio valido apos
a eliminacao de dois valores aberrantes;

® _ Incluida uma amostra de vacina de referéncia por ensaio;

¢ — trés amostras invalidas segundo o critério de contagens decrescentes com relacédo as
diluicbes crescentes e trés amostras invalidas segundo o critério do teste t;
4 _ agrupadas em um ensaio.
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5 — DISCUSSAO

O cultivo em meio sélido permanece sendo a técnica oficialmente recomendada
pela OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1987) para avaliacéo da viabilidade do
BCG em amostras de vacina, apesar de sua variabilidade e baixa reprodutibilidade
(STAVRI et al, 1974; GHEORGHIU; LAGRANGE; FILLASTRE, 1988; ; MILSTIEN;
GIBSON, 1990; DIETRICH; VIRET; HESS, 2003).

Este fato é evidenciado quando se faz necessario o estabelecimento de critérios de
validacdo dos ensaios e da prépria técnica, itens inerentes ao sistema da qualidade e cuja

aplicacao eleva os niveis de exigéncia dos procedimentos.

Desta forma, buscando assegurar a credibilidade dos resultados obtidos, o
aprimoramento da técnica € de fundamental importancia, que é viabilizado ao se manter
em niveis aceitaveis os efeitos de variaveis através da padronizacdo e controle rigoroso

dos procedimentos.

Segundo a OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1977), o erro esperado
designado como erro amostral esta previsto pela distribuicdo de Poisson, podendo gerar
variacbes metodologicamente aceitaveis. As variacbes que extrapolam o limite do erro
amostral previsto, podem também ocorrer e sdo decorrentes de erros experimentais. A
existéncia do erro experimental é revelada quando a variacdo observada € maior do que
aguela prevista estatisticamente pelo erro amostral, o que pode ser detectado por meio da
distribuicdo de y* e do teste t. O primeiro indicando a inoculacdo e crescimento nao
uniformes entre tubos e o segundo a desproporcionalidade das diluicbes com relacdo ao

fator de diluicdo empregado para o preparo destas.

A parede celular rica em lipideos confere ao BCG hidrofobicidade e portanto a

tendéncia a formacdo de grumos, dificultando a sua dispersdo e a obtencdo de
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suspensdes homogéneas, sobretudo em relacdo a vacina classica produzida por cultivo

em superficie de meio liquido, método adotado para a producéo nacional da vacina.

Segundo Gheorghiu e colaboradores (GHEORGHIU; LAGRANDERIE; BALAZUC,
1996) a massa bacilar, quando triturada, além de sofrer perda de viabilidade, adquire
heterogeneidade com elevada frequéncia de grumos de dimensdes variaveis, ou seja

agregados formados por diferentes quantidades de bacilos.

O que STAVRI e colaboradores (STAVRI et al, 1974) ratificam, afirmando que o
controle da viabilidade da vacina classica € alterado pela presenca de grumos bacterianos,

refletindo mais o nivel de agregacéo do que propriamente a sua viabilidade.

Desta forma deduz-se serem os cuidados dispensados a reconstituicdo e a
homogeneizacdo das diluicbes, fatores importantes que implicariam diretamente na

avaliacdo estatistica dos procedimentos de ensaio.

Estes aspectos do produto, aliados a falta de detalhamento préatico das etapas do
ensaio, fazem, dos pardmetros estatisticos descritos pela OMS (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 1977), fatores limitantes, visto que reduzem apreciavelmente a
probabilidade de aceitagcdo dos ensaios como validos, justificando assim a sua ampla

discussao neste estudo.

De fato, a avaliacdo da técnica tradicional com relacdo ao critério do % (Tabela 4.1)
revelou elevadas frequéncias de invalidacdo por ocorréncia de contagens de coldnias
aberrantes em uma mesma série de tubos de LJ inoculados com uma mesma diluicdo de
vacina. Ou seja, de 462 séries de tubos inoculados com a mesma diluicdo de vacina, 136
teriam seus valores de y? calculados excedendo os valores de y* tabelados para o nivel de
significancia 0,05, gerando assim 29% de invalidacdo das séries de diluicbes segundo

este critério, demonstrando elevado indice de erro experimental embutido nos ensaios.
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Considerando a recomendacdo da OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
1977) de rejeicdo e repeticdo dos ensaios a cada invalidacéo pelo %2, leva a deducéo de
que a instituicdo deste critério para avaliacdo dos ensaios realizados pela técnica
tradicional, implicaria em elevada ocorréncia de invalidagbes e consequentemente

execucgdo de grande numero de novos testes.

Por conseguinte, esta medida seria dificilmente aplicavel tendo em vista a grande
demanda de analises do controle nacional, o alto custo de cada ensaio além do tempo
necessario para a emissao de laudos conclusivos, uma vez que se necessita de ao menos
60 dias para a conclusdo de cada ensaio, quando se avalia a termoestabilidade do

produto.

A observacéo de diferentes frequéncias de invalidacdo segundo o operador (Tabela
4.1), indicou a provavel contribuicdo deste fator, que somado a dificil dispersdo do BCG,

conferiria aumento de variabilidade a técnica.

Buscando identificar fatores que uma vez controlados reduziriam a ocorréncia deste
tipo de erro experimental, se analisou as diferentes etapas do ensaio em que as variacdes
mais provavelmente estivessem associadas aos operadores. Assim a homogeneizacao
das suspensdes antes da tomada das amostras e a precisdo ao dispensar os volumes de
0,1 mL de in6culo em cada tubo com LJ, adquiriram carater critico, uma vez que a técnica

tradicional ndo fixava condi¢cdes necessarias a padronizacdo destas etapas do ensaio.

Cabe mencionar que tal avaliacdo foi possibilitada por existir uniformidade quanto
as condicbes de cultivo oferecidas pelo meio de cultura (LJ) contido em cada tubo
proveniente de um mesmo procedimento de producdo. A homogeneidade e superficie do
meio solido (area do bisel), a perfeita vedacdo dos tubos apos inoculacédo e a reduzida
formacdo de liquido de condensacdo garantiram homogeneidade entre os tubos. Ja o
efeito das possiveis variagcbes de viabilidade do meio de cultura, decorrentes de
homogeneizagdo durante o preparo do lote, bem como dos diferentes ciclos de
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coagulacdo, foram minimizadas através da aleatorizacdo dos tubos com relacdo as

diferentes partidas do meio.

Portanto, estas medidas visaram minimizar os efeitos indesejaveis conferidos a
técnica pelo sistema de cultivo empregado. Segundo alguns autores (LUGOSI, 1992;
STAVRI et al, 1974), a sensibilidade reduzida do meio de LJ, o recipiente e o sistema de
vedacgdo, bem como o tamanho do indéculo, contribuem para o reduzido crescimento do
bacilo ou mesmo a confluéncia de colbnias, dificultando as contagens, o que gera

resultados de viabilidade subestimados e/ou tendenciosos.

A substituicdo do tipo de recipientes empregados para o preparo das diluicbes, o
emprego de material volumétrico automéatico calibrado na distribuicdo dos volumes de
indculo por tubo de LJ, a padronizagcdo do tempo e dos movimentos na homogeneizacao
das diluicbes, bem como a definicdo do niumero de rinsagens, mostraram-se medidas de
controle eficazes para a reducédo da heterogeneidade entre as contagens de colonias de
uma mesma diluicdo de vacina. A reducdo das freqiiéncias de invalidacéo pelo x*> pode
ser constatada quando se compara os valores das Tabelas 4.1 e 4.2, tendo a
porcentagem de invalidacdes passado de 29% para 9,4% do total de diluicbes avaliadas

antes e apos a modificacdo da técnica.

Além do critério estatistico do y? as diferencas entre as médias das contagens
obtidas nas diluicdes seriadas devem também ser avaliadas por meio do teste t. Trata-se
de um teste de significancia que compara as diferencas entre as médias das contagens de
diferentes diluicbes com o desvio padréo esperado quando o nivel de significancia é de
0,05 conforme derivado da distribuicdo de Poisson. A condicdo para a realizacdo desta
andlise consiste na inexisténcia de erro experimental detectado pelo teste do y?

comentado anteriormente.

Para o calculo do numero de UFC/mL da amostra ensaiada, a OMS
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1977) sugere a aplicacdo de férmulas de
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interpolacdo que relacionam cumulativamente as médias obtidas em cada uma das
diluicdes. O emprego das médias das diferentes diluicbes € vantajoso pelo aspecto
ponderado deste esquema de célculo. No entanto, a aplicacdo das formulas de
interpolacdo, apesar de nao objetivamente explicitado na referida publicacdo oficial,
implicaria na inclusdo das médias de pelo menos duas das trés diferentes diluicbes,

devendo logicamente, as mesmas estarem vélidas quanto ao y* e teste t.

A eleicdo de uma entre as 4 formulas de interpolacéo (3.2.1.1) € baseada no valor
acumulado das médias com relacdo ao niumero 6timo de colbnias (w). Este fato faz desta
recomendacao um fator limitante visto que a invalidagdo de pelo menos uma das trés
diluicdes impossibilitaria o célculo uma vez que a média em questéo estaria invalida ndo

podendo ser incluida no célculo.

Como apresentado na Tabela 4.3, ensaios realizados pela técnica modificada e
avaliados com a aplicacéo do y°, teste t e formulas de interpolacéo, apesar de oferecerem
condicdes para reducao da freqiiéncia de invalidagdo com relacdo a técnica tradicional

(68%), ainda produziriam 27% de rejeicao.

Face a necessidade da implementagdo da analise estatistica para a validacdo dos
ensaios, porém de forma que os critérios adotados ndo contribuissem para a inviabilizacédo
da aplicacdo da técnica ao controle da qualidade da vacina BCG, buscou-se avaliar o
impacto da utilizacdo de recursos estatisticos de menor rigor, mas que garantissem a

analise dos dados sem a distor¢ao dos resultados.

Desta forma, avaliou-se 0 emprego das médias das contagens fornecidas por duas
ou trés diluicdes, desde que estatisticamente validas. Para tal, a aplicacdo das formulas de
interpolacdo nédo seria indicada, pois implicaria muito freqientemente na utilizacado das
médias das trés diluicbes como pode ser verificado no item 3.2.1.1, sendo portanto
obrigatorio que todas as médias incluidas no célculo estivessem vélidas para os critérios

do %? e do teste t.
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Buscando minimizar as implicacbes acarretadas por esta obrigatoriedade, avaliou-
se a aplicacdo das formulas limite, também citadas pela OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 1977) e que permitem o calculo pontual das UFC/mL de cada diluicdo da
vacina em analise. Desta forma seria viabilizado o calculo das UFC/mL a partir das médias
fornecidas por pelo menos duas diluicdes consideradas vélidas quanto aos critérios do y?

e do teste t, sendo o resultado final a média das UFC/mL obtidas para cada diluicéo.

A aplicacdo deste sistema de calculo permitiu a reducdo de invalidacdes
decorrentes da execucdo da técnica modificada, de 39% para 6%, representando uma

diminuicao significativa, conforme apresentado na Tabela 4.4.

O aumento das possibilidades de combinacgéo entre as diluigBes vélidas implicou na
reducao de frequéncia das invalidacdes, por meio da eliminacdo de uma das 3 diluicbes

gue porventura fosse considerada invalida quanto a um dos critérios estatisticos.

Cabe ainda mencionar que a OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1977)
cita as possibilidades de combinacdo entre as diluicbes respeitando, para avaliacdo do
teste t, o fator de diluicdo 2, ao passo que a presente avaliacdo incluiu outra possibilidade
de combinacédo entre a primeira e a terceira diluicbes, quando o fator de diluicédo 4, exigiu
a modificacdo da férmula de comparacao entre o desvio padrao esperado e a diferenca

entre as médias de contagens obtidas na primeira e na terceira diluicdes.

Quando se avaliou, sob o0 aspecto global, o impacto da aplicacdo dos calculos aos
ensaios realizados pela técnica modificada, foi revelado o numero de repeticdes

necessarias em conseqiéncia as invalidacdes dos ensaios (Tabelas 4.5, 4.6 e 4.7).

Deve-se considerar que a cada ensaio realizado, uma amostra de vacina de
referéncia de trabalho € obrigatoriamente avaliada em paralelo objetivando a validacao do
processo, que deve obedecer a distribuicdo normal (Curva de Gauss) (BUNCHAFT, 1997),

e ainda monitorar a existéncia de tendéncias ao longo do tempo (grafico controle de
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Shewhart) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1997) Sendo assim, a invalidac&o da
contagem de UFC/mL da vacina de referéncia de trabalho implicaria na rejeicdo da
totalidade das amostras incluidas no ensaio, e a consequente repeticdo destas por meio

da realizacdo de novos testes.

Desta forma, a Tabela 4.5 permite verificar que quando aplicadas as férmulas de
interpolacdo e, portanto 3 diluicdes para o calculo, a invalidacdo da vacina de referéncia
foi responsavel pela rejeicdo de 15 dos 31 ensaios realizados, contribuindo, em grande

propor¢cao, para a repeticao de 72% das amostras ensaiadas.

Como apresentado na Tabela 4.6, o estudo do impacto do calculo baseado em no
minimo duas diluices validas de cada amostra, revelou uma reducdo apreciavel da
freqUiéncia de repeticdes necessarias, de 205 amostras (Tabela 4.5) para 30 amostras,
representando 10,5% do numero total de amostras incluidas nos 31 ensaios avaliados. A
amostra de vacina de referéncia foi responsavel pela rejeicdo de somente um dos ensaios

avaliados por este sistema de calculo.

Observa-se ainda, com base nos dados da Tabela 4.6, que das 267 amostras cujas
contagens foram consideradas validas, 173 (61%) tiveram seus calculos baseados nas
médias das trés diluicbes e 94 (33%) nas médias de duas diluicdes validas quanto aos

critérios do y? e do teste t.

Para a anélise do impacto da aplicacdo do x? combinado, como também referido
pela OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1977), os mesmos 31 ensaios foram
avaliados objetivando-se verificar até que ponto os erros experimentais, detectados pelo
x*> individual das diluicdes, poderiam ser diluidos e portanto considerados nao

significativos no universo de amostras incluidas no ensaio.

Como ilustra a Tabela 4.7, somente trés dos 31 ensaios avaliados tiveram seus

valores de y?combinado acima do y* tabelado ao nivel significancia 0,05. Este dado revela
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que a maioria das invalidacées pelo %2 individual das diluicdes indicaria equivocadamente

a existéncia de diferenca significativa entre os valores segundo a distribuicdo de Poisson.

Assim, ficou demonstrado que o valor do y¥? combinado oferece base mais segura
para a verificacdo da existéncia de erros experimentais, evitando-se desta forma a rejeicao
indevida de dados, que uma vez inseridos no calculo final de UFC/mL da amostra,
forneceriam condi¢cGes mais precisas de estimativa.

Na medida em que é possibilitada a anélise pelo y* combinado, 223 (80%) das
amostras avaliadas puderam ter suas UFC/mL calculadas com base em trés dilui¢des,
contra somente 55 (20%) calculadas com base em duas diluicbes e portanto em dois
pontos de observacdo. Vale mencionar que quando se inclui no calculo as médias das
contagens de trés diluicdes pela formula limite, os resultados, em termos de UFC/mL, sao
idénticos aqueles fornecidos pela férmula de interpolacdo. A possibilidade do célculo
baseado nas médias de contagens de duas diluicdes, aliada & analise combinada do y?,
permitiu assim a validacdo dos ensaios, uma vez que o0 numero médio de colénias da
diluicdo eliminada de cada amostra no foi necesséaria ao calculo final de UFC/mL. E
importante salientar que a inclusdo destes valores aberrantes poderiam distorcer os
valores de UFC/mL das amostras, resultando na obtencdo de resultados equivocados,

caso nao fosse aplicado o teste t.

A reavaliacdo do x? combinado apds a eliminacdo de médias de contagens de
diluices cujo y? individual excedeu o valor critico, possibilitou a validagéo geral dos 31
ensaios pelo x*> combinado, implicando em 100% de validacdo das amostras incluidas em

cada um destes ensaios.
A Tabela 4.7 indica ainda que somente seis (2%) das 285 amostras incluidas nos

31 ensaios foram consideradas invalidas, implicando em repeticdo de somente 2,4%

destas, incluindo a vacina de referéncia de trabalho avaliada em paralelo.
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A constatacdo de que as seis invalidacbes deveram-se a erros experimentais,
detectados pelo teste t e decorrentes do preparo das diluicdes, indica ser ainda, esta
etapa do ensaio, suscetivel a desvios. De fato, esta foi a Unica etapa do ensaio para a qual
nao se fixou condicbes que minimizassem a ocorréncia de erros experimentais. Do total de
seis amostras consideradas invalidas, trés ndo estavam de acordo com o critério de
contagens decrescentes com relacdo as diluicdes crescentes. As outras trés amostras
foram rejeitadas pelo critério do teste t, demonstrando desproporcionalidade entre as

diluicBes e, portanto desvios com relacao ao fator de diluicAo empregado.

Isto sugere ser necessaria a introducdo, na etapa de diluicdo, de outras medidas,
como a utilizacdo de pipetas autométicas calibradas, a homogeneizacdo mecéanica das
suspensdes e 0 aumento do tempo de homogeneizacdo, logo apds a reconstituicdo da
vacina e durante o preparo das diluicbes, o que segundo STAVRI e colaboradores
(STAVRI et al, 1974) reduz ainda mais os valores de 3 e consequentemente a disperséo

de resultados.

A importancia destas medidas € confirmada pelas observacées de Brown e Brown
(BROWN; BROWN, 1982) de que o grau de agregacédo do BCG pode resultar em valores
subestimados de UFC/mL e portanto na avaliagdo equivocada das concentracdes das
suspensodes, visto serem a dose, a quantidade e o tamanho dos grumos variaveis

claramente interdependentes.

As caracteristicas conferidas a vacina pela técnica classica de produgédo contribuem
significativamente para as variacfes entre avaliacbes de um mesmo lote de produto final.
De fato, Gheorghiu e colaboradores (GHEORGHIU; LAGRANGE; FILLASTRE, 1988),
relatam que uma suspensao liquida de vacina preparada pela forma classica produziu, em
contagens por microscopia direta, aproximadamente 10® microrganismos em 1 mg de

peso Umido, ao passo que a inoculacdo em meio de cultura rendeu, em numero de
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colénias, aproximadamente 21 x 10° mg/ampola. Avaliacbes de diferentes lotes

preparados a partir desta mesma suspensao renderam entre 15 x 10° e 30 x 10° UFC/mL.

O fato de inexistir, até o presente, ensaios “in vitro” capazes de prognosticar a
inducdo de resisténcia imune em humanos, a determinacdo do numero de viaveis
presentes em cada lote do produto final constitui o principal meio de avaliar a qualidade da
vacina, pois indica a consisténcia da produgdo conforme originalmente avaliada nos
estudos clinicos. A manutencdo das concentracdes de bacilos viaveis lote a lote constitui
assim o principal indicador do nivel de qualidade, pois possibilita 0 monitoramento de
fases essenciais da producdo como a formulacdo, a homogeneizacdo da suspensao
durante o envase e a sobrevivéncia do BCG a liofilizagdo, processo ao qual o BCG
demonstra maior suscetibilidade.

A determinacdo e manutencdo do nivel de bacilos viaveis necessario para induzir
hipersensibilidade tuberculinica sem que seja conferida reatogenicidade a vacina, é
também amplamente discutido sendo dependente dos resultados das contagens e de seus
limites, justificando mais ainda o desenvolvimento de técnicas e/ou introducado de medidas
que minimizem a variabilidade das avaliacbes (LUGOSI, 1992; ORGANIZACAO
MUNIDIAL DA SAUDE, 1993)

Segundo Lugosi (LUGOSI, 1982) o controle estatistico dos produtos biologicos, com
base em probabilidade légica, elimina a interpretacdo subjetiva e assegura a decisao
objetiva de selecdo de produtos mais eficientes com reatogenicidade aceitavel. Modelos
estatisticos exatos contribuem com o progresso da padronizacdo do BCG e explicam as
contradi¢cdes existentes entre dados laboratoriais e de campo quando se avalia a eficacia

de vacinacdes com o BCG.
Portanto, o desenvolvimento de métodos alternativos vem sendo encorajado pela

OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2003; 2004) visando reduzir a problematica

acarretada, para fabricantes e laboratérios de controle, pela variabilidade e baixa

40



reprodutibilidade dos resultados do ensaio tradicional de contagem em meio soélido, e sua

correlacéo aos estudos de campo.

A dosagem de adenosina trifosfato (ATP) por reacdo de bioluminescéncia
(GHEORGHIU; LAGRANDERIE, 1979; JANASZEK; ALEKSANDROWICZ; SITKIEWICZ,
1987; ASKGAARD et al, 1995; SHI; KLEGERMAN; GROVES, 1989) e a reducdo de sais
de tetrazol com posterior leitura colorimétrica (BERNAS; DOBRUCK, 2002; DENIZOT;
LANG, 1986; MSHANA et al, 1998; SLADOWSKI et al, 1993) constituem técnicas cuja
aplicacao e aprimoramento vém sendo discutidos frente a adaptacdes, buscando aumento
de sensibilidade e precisdo, porém por comparacdo e correlacdo (curvas de calibracéo)
com os resultados fornecidos por contagem em meio sélido. Este fato justifica mais uma
vez a necessidade do aumento dos niveis de precisdo da técnica tradicional, bem como a
disponibilidade de um padrdo de referéncia estavel e adequadamente estabelecido por

estudos interlaboratoriais.

Apesar da forte contribuicdo do presente estudo em fixar condicbes especificas
para a realizacdo dos ensaios de contagem de UFC/mL de forma a torna-los individual e
estatisticamente validaveis, a técnica deve ainda ser avaliada quanto a sua

reprodutibilidade.

Somente a avaliacdo da estreiteza entre os resultados obtidos a partir de uma
mesma amostra homogénea por meio do procedimento de ensaio cujas condicfes
(robustez) estejam adequada e integralmente descritas, permitirdo avaliar a precisao do
método. Os estudos da repetitividade (precisdo intra-ensaio) e da precisao intermediaria
(precisé@o intralaboratorial) possibilitardo o calculo dos intervalos de confianca dos
resultados de rotina e estudos interlaboratoriais permitirdo o conhecimento da
reprodutibilidade da técnica (SOCIETE FRANCAISE DE SCIENCE ET TECHNOLOGIE
PHARMACEUTIQUE, 2002).
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6 — CONCLUSOES

6.1 — Foi evidenciada a necessidade da adaptacdo da técnica tradicional, visando a

reducao do efeito de variaveis, e, portanto a reducao do erro experimental;

6.2 — Foi constatada a eficacia das seguintes condicbes especificas introduzidas na

técnica tradicional buscando a reducéo do efeito das variaveis nos resultados final:

o Utilizacdo de erlenmeyers de 25 mL para o preparo do pool de vacina
reconstituida, bem como para o preparo das diluicbes, o que permitiu a melhor

homogeneizacéao e dispersdo do bacilo nas suspensdes;

o Utilizacdo de pipeta automatica de repeticdo calibrada para a inoculacdo dos
volumes de 0,1 mL nos tubos contendo LJ, o que conferiu precisdo a etapa de

inoculacgéo ;

o Estabelecimento do periodo fixo de 1 minuto para homogeneizacao da amostra
reconstituida e das suspensfes durante o preparo das diluicbes, o que
contribuiu para o aumento e uniformizacdo do grau de dispersédo dos bacilos nas

suspensoes;

o Estabelecimento de trés rinsagens de pipeta e/ou ponteira no momento da
tomada dos volumes a serem diluidos e inoculados nos tubos com LJ, prevendo

igualmente a melhor homogeneizagéo.

6.3 — Foi evidenciada a necessidade da avaliacdo de medidas que uma vez aplicadas a
etapa de diluicdo venham a promover a reducao da ocorréncia de erros experimentais que
foram evidenciados pela aplicacdo do teste t e do critério do numero de colbnias
decrescentes com relacdo as diluicbes crescentes, mesmo com a introducdo das

modificacdes na técnica tradicional.
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6.4 — Foi constatada a aplicabilidade dos seguintes parametros estatisticos e de calculo

aos ensaios realizados pela técnica modificada:

o Aplicacdo das formulas limite (3.2.2) para o célculo de UFC/mL das dilui¢des;
o Andlise do y? para cada nivel de diluicdo (3.2.2.2.1) das amostras seguida da

anélise do y? combinado do ensaio (3.2.2.2.2);

o Aplicacdo do teste t as diluicbes consideradas véalidas quanto ao x*> combinado
(3.2.2.3);
o Céalculo do numero de UFC/mL como a média dos numeros de viaveis de pelo

menos duas diluicdes consideradas validas para os critérios acima descritos.

6.5 — Para a informatiza¢do do calculo, validacéo e interpretacdo dos ensaios recomenda-
se 0 uso da pasta BCGCALVAL (3.2.2.3).
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7 — PERSPECTIVAS

7.1 — Sugere-se a validacao da técnica modificada objetivando avaliar a sua repetitividade
e precisdo intermediaria, permitindo a expressao dos resultados e dos intervalos de
confianca nas analises de rotina (SOCIETE FRANCAISE DE SCIENCE ET
TECHNOLOGIE PHARMACEUTIQUE, 2002).

7.2 — Conforme previsto nos recentes relatérios da OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2003; 2004), a eminente recomendacdo oficial de ensaios alternativos em
substituicdo a contagem por cultivo em meio solido, constitui uma realidade frente a qual o
INCQS deve estar preparado. Considerando a praticidade, a rapidez na obtencdo do
resultado, o baixo custo e a disponibilidade dos equipamentos necessarios, sugere-se o
desenvolvimento, implantacdo e validacdo da técnica colorimétrica de determinacédo da

viabilidade do BCG por reducao de sais de tetrazol.
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Anexo A

Meios de Cultura: composicao e preparo

Meio so6lido de Lowenstein-Jensen

e Composicao do meio base

Fosfato de potdsSio MONODASICO. ........ccieiiiiiiiiiiie i 2,59
Sulfato de magnésio heptahidratado............cccceeeveeiiiiiiiiiiiie e, 0,24g
Dicitrato de tri-magnésio 14-hidratado..............c.coevvvvviiiiiiiiiiiee e, 0,69
= 1] o =T = 1o || - VTP 3,69
Farinha de Datata.........cooueiiieii e 30,09
Verde MalaqUIta...........ooovveeeeiiiiies e e e e e e e e e e e e e e e e eaearnaeae 0,49
AQUA JESHIATAL ...ttt 600mL

e Preparo da base

a) pesar, em recipiente de aco inoxidavel com capacidade para 5 litros, a quantidade
recomendada pelo fabricante para preparar 3600 mL de meio;

b) adicionar 72 mL de glicerol,

c) adicionar 3600 mL de 4gua destilada e misturar utilizando bastéo de vidro;

d) aquecer até a dissolucao completa dos ingredientes, evitando a fervura do meio;

e) transferir para erlenmeyer com capacidade para 6 litros;

f) autoclavar a 121 °C durante 15 minutos;

g) pH final: 4,8 £ 0,2 a 25 °C.
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e Preparo da suspensao de ovos:

a) utilizar 12 duzias de ovos ndao embrionados de tamanho médio, de casca lisa sem
ranhuras, com no maximo 01 semana de postura;

b) lavar bem os ovos com agua e detergente neutro utilizando escova,;

C) enxaguar em agua corrente;

d) enxaguar em agua destilada;

e) dispor os ovos dentro de um recipiente limpo, forrado com gaze, podendo ser
armazenado a temperatura de 2 a 8 °C por no maximo 24 horas;

f) colocar os ovos lavados em recipiente contendo alcool etilico a 70% durante 15 - 20
minutos;

g) enxugar cada ovo com gaze;

h) quebrar os ovos, colocar a clara e a gema em bécher esterilizado com capacidade
para 1000 mL;

i) bater o conteudo, utilizando uma batedeira manual, até que seja obtido aspecto
homogéneo;

j) transferir para recipiente de vidro esterilizado com capacidade para 12 litros.

e Preparo e distribuicdo do meio:

a) resfriar a base até aproximadamente 50 °C, agitar suavemente se necessario, e
transferir para o recipiente contendo a suspenséao de ovos;

b) homogeneizar a mistura através de movimentos circulares;

c) filtrar a mistura em gaze estéril disposta em recipiente de aco inoxidavel, também
estéril, com capacidade para 12 litros possuindo, na parte inferior, uma abertura
conectada a uma céanula de borracha;

d) colocar a mistura sob permanente agitacdo em agitador magnético e distribuir,
assepticamente, através da canula, 15 mL da mistura em tubos de ensaio 25 x 200 mm
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providos de rolhas de gaze, tendo-se o cuidado de verter o meio somente em um lado
do tubo e evitando a formacédo de bolhas;
e) pH final - 7,0 £ 0,2 a 25 °C.

e Coagulacéo do meio:

a) ligar o coagulador e aguardar até que seja atingida temperatura de 85 °C;

b) acionar o registrador automatico e realizar um primeiro ciclo de coagulacdo com o
equipamento vazio, devendo assim permanecer a 85 °C por 45 minutos;

c) distribuir os tubos nas 4 bandejas do coagulador e prendé-los com fita adesiva
tomando-se a precaucao de manter a posi¢cao do envase e nunca encostar um tubo no
outro, permitindo assim a circulagéo do ar;

d) introduzir as bandejas no coagulador somente quando a temperatura atingir 85 °C;

e) depois de colocar as bandejas, esperar a temperatura atingir 85 °C, e coagular o meio
durante 45 minutos a partir dessa temperatura;

f) retirar os tubos das bandejas e coloca-los em caixas plasticas para armazenamento;

g) repetir as etapas com todos os tubos envasados mantendo-se o inicio da coagulacao

sempre a 85 °C, e nunca ultrapassando a temperatura de 85 °C.

e Condicdes de armazenamento
Armazenar os tubos de meio de cultura entre 2 e 8 °C acondicionados em caixas

plasticas, ao abrigo da luz e identificados (nUmero de cadastro do lote e data de preparo),

por N0 Maximo 2 meses.
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Meio Liquido Sauton 1/4

e Composicao

Sulfato de magnésio heptahidratado ............cccceevveiiiieeieiiiieeeeee
Acido Citrico MONONIAIAtAT0 ..........cceeveeveeieececcieeeee et
Oy £= 1 (o I 0 [ 00 ¢= 1SS (o o P PPPPPURPRPPPR
=] 0 F- T =10 11 - NPT PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPP

Citrato fEITICO A AMONIO ....eeeeeee e

e Preparo:

a) dissolver todos os componentes sob aquecimento brando;
b) esterilizar a 121 °C durante 15 minutos;

c) pH final: 7,0 +/- 0,2 a 25°C.
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