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RESUMO 

A vacina BCG é a única medid contra as formas mais graves da 

berculose. A quantidade de bacilos viáveis na vacina é essencial a sua efetividade, e 

també

-chaves: vacina, BCG, contagem, colônias. 

 
 

a preventiva 

tu

m um instrumento valioso na verificação da uniformidade da produção. A contagem 

de colônias em meio sólido é recomendada pela Organização Mundial da Saúde para a 

determinação do número de unidades viáveis do BCG na vacina. Este método é sujeito a 

variabilidade e baixa reprodutibilidade devido a vários fatores como o meio de cultura 

usado, os procedimentos e a hidrofobicidade natural da parede celular do BCG que 

dificulta a dispersão adequada das suspensões da vacina. Este trabalho adotou medidas 

de controle para otimizar a técnica e reduzir o efeito de variáveis, possibilitando a 

aplicação de critérios estatísticos para a avaliação de cada ensaio. A análise de variância 

(qui-quadrado) permitiu verificar a uniformidade do crescimento entre tubos inoculados, 

sendo o erro amostral a única fonte de variação significativa.  A aplicação do teste t 

permitiu avaliar as diferenças entre o número de colônias de duas ou três diluições da 

vacina. A diminuição do número de ensaios rejeitados em decorrência de erro 

experimental torna-se vantagem devido ao seu elevado custo e prolongada duração do 

ensaio. 

 
Palavras
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ABSTRACT 
 
 

The BCG vaccine is the only pre ure against the most serious forms of 

tuberculosis. The amount of viable bacilli in

being 

 
 

ventive meas

 the vaccine is essential to its effectiveness, 

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- INTRODUÇÃO 
 

O BCG (Bacilo de Calmette e Guérin) vem sendo utilizado na prevenção da 

tuberculose desde 1921, quando foi realizada em Paris a primeira vacinação em humanos. 

A cepa foi obtida a partir do Mycobacterium bovis isolado por Nocard em 1902 (LUGOSI, 

1992).

  

Após 1928, quando a Liga das Nações aceitou oficialmente o BCG como cepa 

vacinal, sua produção foi bastante ampliada em laboratórios de diferentes países, onde a 

aplicação de variados processos de manutenção do bacilo e da produção da vacina 

implicaram em variações genotípicas e fenotípicas resultando em diversidade de subcepas 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1993).   

 

Apesar das instruções e recomendações de Calmette e Guérin, a falta de 

uniformização na fabricação e o aumento do número de passagens do bacilo acarretaram 

a redução dos níveis de virulência residual e consequentemente perda da eficácia original 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1993; 2003). 

 

Visando controlar essa diversificação crescente, o sistema de lote semente foi 

adotado em 1956, e a Organização Mundial da Saúde (OMS), em 1966, publicou a 

primeira série de requerimentos para a vacina liofilizada e vem, desde então, buscando 

incentivar a produção de vacinas com o menor número possível de subcepas, 

recomendando a padronização dos sistemas produtivos e de controle da qualidade das 

vacinas, sobretudo com atenção especial à caracterização molecular das subcepas 

(MILSTIEN; GIBSON, 1990; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1966; 2003).   

 

Apesar do crescente avanço tecnológico na área de produção de imunobiológicos, 

a vacina BCG liofilizada clássica persiste como o principal recurso na prevenção da 

tuberculose. 

 



   

A despeito de sua ação controversa  e dos questionamentos quanto a sua aplicação 

m alguns países, estudos demonstraram que, com os mais altos índices de eficácia 

contra

onde é empregada a subcepa Moreau, estudos relataram a eficácia protetora de 

% a 89% contra meningite tuberculosa (MILSTIEN; GIBSON, 1990).

 

ida a ocorrência de infecção primária. A 

al proteção será proporcionada somente por meio de uma vacina que, funcionando ao 

nível d

A vacina empregada no Brasil é obtida pela técnica convencional de cultura do BCG 

na su

Esta forma clássica de obtenção da vacina oferece várias desvantagens tanto sob o 

aspect

com relação ao estado de agregação dos bacilos, ou seja, variação do 

número e tamanho de grumos presentes nas suspensões de vacina (LUGOSI, 1992). De 

e

 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 doença 

que dependam da dispersão hematógena do bacilo, principalmente em crianças. No 

Brasil, 

74

A ação da vacina BCG é equivalente àquela da infecção natural pelos bacilos 

virulentos, induzindo resistência mediada por células, sobretudo graças à ação de 

macrófagos ativados. Desta forma é reduzido o risco de desenvolvimento imediato da 

doença ou de sua reativação, porém não é imped

re

o trato respiratório, impeça a reinfecção exógena, prevenindo a instalação, no 

organismo, do bacilo oriundo do ambiente (MILSTIEN; GIBSON, 1990; ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 1993). 

 

perfície de meio líquido Sauton. Após o período de incubação, os véus são 

coletados, pesados e a massa bacteriana triturada por meio de esferas de aço inoxidável. 

A suspensão final é obtida, por adição de glutamato de sódio a 2%, de acordo com a 

massa bacteriana pesada. A porcentagem de unidades viáveis ou partículas bacterianas 

cultiváveis é então determinada, havendo a queda adicional decorrente do processo de 

liofilização.  

 

o da eficácia do produto final, como também sob o aspecto do controle de sua 

qualidade.  As caraterísticas deste processo de produção conferem heterogeneidade às 

preparações 
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fato, s

são das esferas, a 

rma do recipiente triturador e a velocidade e tempo de homogeneização (BROWN; 

BROW

ica, presença de micobactéria virulenta e extensão de 

ações cutâneas em animais (virulência residual). No entanto, estes parâmetros são em 

geral 

A abordagem deste tema em um encontro de especialistas da OMS em Londres 

(ORGA

egundo STAVRI e colaboradores (STAVRI et al, 1974), o número de unidades 

viáveis é bastante variável até mesmo entre ampolas de uma mesma série de liofilização.  

 

Existem parâmetros difíceis de serem controlados, como a dependência entre o 

peso dos véus coletados e a superfície de exposição do recipiente – aspecto inerente à 

aerobiose – a idade das culturas, a precisão da medição do peso semi-seco da massa 

bacteriana coletada e a proporção desta com a quantidade e dimen

fo

N, 1982). 

 

A OMS reúne em sua Série de Requerimentos Técnicos para Vacina BCG 

Liofilizada (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1987) critérios mínimos necessários 

ao adequado controle da qualidade do produto, e que garantem a sua segurança e 

eficácia. O documento fornece indicações quanto ao controle da viabilidade do BCG, 

termoestabilidade, sensibilização tuberculínica em cobaias, e segurança quanto a 

esterilidade bacteriana e fúng

re

tratados de forma isolada, sem que sejam rotineiramente correlacionados à 

avaliações de eficácia e segurança dos lotes de produto em uso no campo (LUGOSI, 

1992; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1993).  Portanto, a carência de instruções 

quanto a este tipo de averiguação, gera a heterogeneidade nas avaliações 

epidemiológicas acarretando menor conhecimento da real eficiência dos produtos em 

humanos, principalmente quando aplicados em diferentes condições.  

 

NIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2003), demonstra a necessidade de providências 

neste âmbito uma vez que recomenda a revisão dos atuais requerimentos, levando-se em 

conta não apenas a atualização das metodologias e dos padrões, mas também a 

condução de estudos clínicos referentes a eficácia e segurança das vacinas disponíveis. 
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  O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em saúde (INCQS), na qualidade de 

laboratório 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 

imuniz

Avaliações e orientações complementares são também solicitadas ao INCQS, pela 

CGPN

realizado lote a lote 

do produto, apesar da adoção, no INCQS, do controle amostral aleatório de outros 

produt

s 

princípios para a realização do ensaio de contagem de unidades viáveis de BCG em meio 

ações mantido pelo Ministério da Saúde.  O fornecimento de subsídios técnicos às 

ações da Coordenação Geral do Programa Nacional de Imunizações (CGPNI), garante 

assim a distribuição e utilização de lotes do produto que atendam às especificações 

previstas pela Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2000) e pela OMS (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 1987) para o produto final. 

 

 

I em resposta às demandas das Secretarias Estaduais de Saúde, buscando sanar 

questões oriundas do campo, como por exemplo, eventuais falhas no sistema de 

refrigeração quando o produto pode ser exposto a temperaturas que extrapolam os limites 

recomendados, ou ainda qualquer observação feita pelo pessoal responsável pela 

aplicação direta do produto na população. 

   

Cabe mencionar que o INCQS deve ainda, quando consultado, prover a 

Farmacopéia Brasileira das informações técnicas relativas e características da vacina 

BCG - ID, colaborando assim para a atualização da monografia farmacopeica do produto, 

como também para o aprimoramento e adequação das técnicas de controle da qualidade.  

 

Atualmente, além das avaliações relacionadas diretamente à segurança do produto, 

o ensaio de contagem de unidades viáveis do BCG permanece sendo 

os imunobiológicos também analisados no controle nacional. Isto porque ainda não 

foi demonstrada a consistência da produção nacional com relação à viabilidade do BCG 

no produto final. 

  

Apesar da OMS (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1977), indicar o
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sólido, não fornece, na referida publicação, o detalhamento técnico necessário à redução 

do efeito de variáveis de forma a permitir a adoção dos critérios estatísticos recomendados 

para a validação dos ensaios. Mesmo assim a técnica permanece sendo oficialmente 

recomendada.   

 

A escassez de literatura atualizada demonstra uma certa tendência ao abandono 

das tentativas do aprimoramento desta técnica, talvez pelas dificuldades na redução de 

sua variabilidade.  

 

O fato de inexistir, até o presente, ensaios laboratoriais que indiquem diretamente a 

eficáci

 

ra a obtenção de tais dados, justificam-se os investimentos que visam o 

rimoramento e validação dos procedimentos de ensaio. 

De fato, apesar da avaliação do número de unidades viáveis constituir o controle 

que mais fornece informações com respeito à viabilidade do produto e de sua estabilidade, 

sendo sua importância reconhecida, as técnicas laboratoriais disponíveis, e mesmo os 

padrões empregados, não oferecem a precisão necessária, sendo as avaliações 

estatísticas dificilmente aplicáveis (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2003; 2004).  

 

a protetora da vacina, a estratégia adotada pela OMS tem sido a avaliação deste 

parâmetro, por meio de estudos clínicos, das diferentes preparações do BCG cuja 

segurança e as características “in vitro” já tenham sido constatadas (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 1993).  

Este fato demonstra a importância do objeto do presente estudo, pois a avaliação 

da viabilidade do BCG na vacina, como produto final, é fundamental, visto ser o número 

de viáveis o principal indicador da consistência de produção e manutenção das 

características originais das preparações. Considerando ser a contagem de unidades 

viáveis por cultivo em meio sólido, o único método disponível, e oficialmente 

recomendado, pa

ap
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Portanto, buscando a adequação dos procedimentos de ensaio como resposta  às 

exigências cada vez mais rígidas do sistema da qualidade, a equipe do controle da vacina 

BCG no INCQS pretende aprimorar e aumentar o nível de precisão da técnica de 

contagem de unidades viáveis do BCG presentes nas amostras de vacina.  

o de variáveis, avaliando assim o impacto da  introdução de critérios 

estatísticos necessários à validação dos ensaios. 

 

 

 

 

 

 

 

Para tal, faz-se necessária a realização de avaliações preliminares relativas à 

influência de diferentes fatores incluídos nos procedimentos, identificando,  reduzindo e/ou 

controlando o efeit
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2 – O

 amostras de 

vacina de forma a reduzir os efeitos de variáveis na precisão dos resultados, visando a 

implem

ica tradicional; 

2.1.2 - Adaptar a técnica tradicional, buscando a redução do efeito de variáveis nas 

diferentes etapas do ensaio; 

2.1.3 - Avaliar o impacto da adoção do teste do χ2 como critério estatístico preliminar 

de validação do ensaio realizado pela técnica modificada, segundo item anteriormente 

descrito; 

2.1.4 - Avaliar o impacto da adoção do teste t para validação do ensaio realizado pela 

técnica  modificada, segundo item anteriormente descrito. 

.2 - Avaliar o impacto da análise combinada dos valores de χ2 obtidos em um mesmo 

ensaio, seguida da avaliação da significância entre os diferentes níveis de diluição de 

cada amostra incluída no ensaio; 

uição das fórmulas de interpolação pelas fórmulas limite 

para o cálculo de Unidades Formadoras de Colônias por mililitro (UFC/mL) de vacina 

BCG com posterior aplicação do teste do χ2 e teste t. 

a validação e a interpretação dos resultados dos ensaios de 

contagem de UFC/mL conforme conclusão do estudo do impacto da introdução de 

critérios estatísticos de validação dos ensaios. 

BJETIVOS GERAIS E ESPECÍFICOS 
 

2.1 - Avaliar aspectos práticos inerentes à técnica, estabelecendo condições específicas 

para a realização do ensaio de contagem de unidades viáveis de BCG em

entação da validação estatística dos ensaios: 

 

2.1.1 - Avaliar o impacto da adoção do teste do χ2 como critério estatístico preliminar 

de validação do ensaio realizado segundo técn

 

2

 

2.3 - Avaliar o impacto da substit

 

2.4 - Informatizar o cálculo, 
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3 – MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 - Contagem de unidades viáveis do BCG presentes em amostras de vacina 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1977): 

 

3.1.1 - Técnica tradicional: 

 

Foi utilizada a técnica tradicional que consiste na reconstituição de amostras de 

ina liofilizada, diluição, inoculação em meio de cultura sólido  vac e contagem de colônias, 

apó

 

3.1

  

 empregadas amostras de vacina BCG liofilizada preparada com a subcepa 

Mo

   

.1.1.2 – Vacina de Referência 

 

Foi utilizada a vacina de referência de trabalho BRABCG003, também preparada 

com BCG da subcepa Moreau – RJ. Uma amostra desta preparação foi incluída em cada 

 

3.1.1.3 - Meios de cultura utilizados: 

 

vacina. A composição e o modo de preparo encontram-se descritos no Anexo A; 

cultivo das

vacina citadas em 3.1.1.1.  

s  4 semanas de incubação a 37 +/- 1 °C. 

.1.1 – Amostras de Vacina:  

Foram

reau - RJ. 

3

um dos ensaios avaliados. 

a) Meio líquido Sauton ¼: foi empregado para diluição das amostras reconstituídas de 

b) Meio sólido de Lowenstein-Jensen (LJ):  foi empregado como substrato para o 

 unidades viáveis presentes nos volumes inoculados de cada diluição da 
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O meio foi preparado a partir de base comercial Merck® para meio de LJ, acrescida 

de glicerol e de suspensão de ovos batidos, distribuído em volumes de 15 mL em tubos 

tram-se descritos no Anexo A.  

o: 

a) Aleatorização dos tubos segundo o lote de LJ: os tubos com LJ utilizados em cada 

ensaio foram preparados em um único  procedimento de preparo de meio. A  tomada de 

cada tubo de LJ  foi  feita de forma aleatória em relação às diferentes partidas de 

io 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 coagulação; 

 
b) Re

adicionando-se o volume de diluente indicado pelo fabricante e 

mogeneizando-se manualmente até que a suspensão adquirisse aspecto homogêneo; 

) Diluição das amostras: foram preparadas 03 diluições de cada uma das vacinas 

utilizan

a volumes de 99 mL,  e em  tubos 18 x 180 mm, por meio de 

ipetas sorológicas de 5 mL e 10 mL para volumes de 4, 6 e 14 mL. 

Quadro I - Esquema de preparo das diluições: 

de ensaio 25 x 200 mm providos de rolhas de gaze e coagulado por 45 minutos a 85 

°C. A composição e o modo de preparo encon

 
3.1.1.4 - Esquema de ensai

 

coagulação que compunham cada lote de me

constituição das amostras: cada ampola de vacina em análise foi reconstituída 

(rehidratada) 

ho

 
c

do-se fator de diluição 2 (Quadro I). 

O diluente – Meio Sauton ¼ - foi distribuído em erlenmeyers de 250 mL por meio de 

dispensador automático par

p

 

Diluição Proporções 

1/100 1 mL da vacina  reconstituída + 99 mL de diluente 

1/10000 1 mL da diluição 1/100 + 99 mL de diluente 

1/40000 2 mL  da diluição 1/10000 + 6 mL  de diluente 

1/80000 2 ml d

1/20000 4 mL da diluição 1/10000 + 4 mL de diluente 

a diluição 1/10000 + 14 mL  de diluente 
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vol

de 

ial e dos 

olumes entre cada diluição foi realizada manualmente e por tempo indefinido; 

) Número de tubos por amostra de vacina: foram utilizados 20 tubos contendo LJ para a 

inoculação de cada amostra de vacina, de forma que as duas primeiras diluições foram 

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

 

seqüências numéricas extraídas da tabela estatística de aleatoriedade e dispostas em 

modelo padronizado de formulário de ensaio; 

 

niformemente por toda a superfície do meio, sendo os tubos mantidos na posição 

biente (20 a 25 °C). Os tubos foram então 

col

 

g) Contagem das colônias: as colônias característi  

espraiado e esbranquiçadas (sem e de 

aumento. As contagens superiores a 100 colônias foram desprezadas. 

 

 

 

 

A tomada do volume inicial de 1 mL da amostra a ser diluída e a passagem dos 

umes para preparo das diluições seriadas foram feitas por meio de pipetas sorológicas 

1 mL e de 5 mL. 

A homogeneização da amostra a ser diluída para tomada do volume inic

v

     

d

e) Codificação dos tubos: cada uma das séries de 20 tubos foram codificadas segundo as 

 
f) Inoculação das diluições: cada tubo codificado contendo LJ foi inoculado com 0,1 mL de 

cada diluição por meio de pipeta sorológica de 1 mL. O volume de inóculo foi distribuído

u

horizontal e ao abrigo da luz, ligeiramente inclinados com a base inoculada voltada para 

cima, durante 24 horas a temperatura am

ocados na posição 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; 

cas do BCG, de aspecto rugoso,

 pigmentação) foram contadas com o auxílio de lent
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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

egado nas 

dosagens. 

Técnica modificada 

, visando avaliar a redução do efeito de variáveis relacionadas ao operador, ao 

sistema de homogeneização das suspensões e ao material volumétrico empr

 
Quadro II – Relação de modificações introduzidas na técnica tradicional: 

Parâmetro Técnica tradicional 

Operador com relação 

com LJ 

A etapa de reconstituição/ 

adas por 

técnicos diferentes 

A etapa de reconstituição/ 

amostra foram realizadas 

pelo mesmo técnico 

às etapas de 

reconstituição/diluição e 

inoculação em tubos 

diluição e a etapa de 

inoculação de uma mesma 

amostra foram realiz

diluição e a etapa de 

inoculação de uma mesma 

Tipo de recipiente 

empregado para 

amostra reconstituída 

Tubo 18 x 180 mm Erlenmeyer de 25 mL 
preparo do “pool” de 

Tipo de recipiente 

empregado para 

preparo das diluições  

Tubo 18 x 180 mm Erlenmeyer de 25 mL 

Distribu

Dispensador automático para 

ição do diluente 

– meio líquido Sauton ¼ 

volumes de 99 mL e pipeta 

sorológica para volumes 

Pipeta automática de 

repetição calibrada 

menores 
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Quadro II (continuação) – Relação de modificações introduzidas na técnica 

tradicional: 
 

Parâmetro Técnica tradicional Técnica modificada 

Estabelecimento de 03 

Indefinido 

rinsagens da pipeta e/ou 

ponteira no momento da 

tomada do volume a ser 

volum

Rinsagem de pipetas 

diluído e da tomada do 

e a ser inoculado; 

Homogeneização da 

amostra reconstituída 

Manual com movimentos 

padronizados, por tem

indefinido 

po odo fixo 

Manual com movimentos 

padronizados por perí

de 1 minuto  

Homogeneização 

durante o preparo das mpo 

indefinido 

íodo fixo 

de 1 minuto diluições 

Manual com movimentos 

padronizados, por te

Manual com movimentos 

padronizados por per

Homogeneização

diluições antes da 

tomada dos volumes a 

 das 
ntos 

padronizados por tempo 

indefinido 

os 

padronizados por período fixo 

de 1 minuto 
serem inoculados 

Manual com movime Manual com moviment

Inoculação dos vo

de 0,1 mL das diluições

lumes 

 

nos tubos com LJ 

Pipeta sorológica de 1 mL repetição calibrada e provida 

de ponteiras descartáveis 

Pipeta automática de 

 
3.2 ÃO MU , 1977) 

 

3.2.1 – Cálculo baseado em fórmulas de interpolação (3 diluições): 

 

3.2.1.1 – Descrição dos cálculos: 

 

O cálculo dos números de UFC/mL foram realizados de acordo com as seguintes 

etapas: 

– Cálculo do número de UFC/mL  (ORGANIZAÇ NDIAL DA SAÚDE
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a) as m e x3) dos números de colônias foram calculadas para cada diluição.  

ara tal, somou-se os números de colônias contados em cada um dos tubos 

inoculados com uma mesma diluição e dividiu-se pelo número de tubos que compunha 

a diluição; 

 

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

 

Diluição Média Valor acumulado das médias 

édias (x1, x2 

P

d1 x1 x1 + x2 + 2x3

d2 x2 x2 + 2x3

d3 x3 2x3

Onde: d1 = prepa

            d

ração m

ter

3 = preparação mais diluída; 

col

            x ol

 de col 3.

 

c) c o  colô dos 

obtidos, aplicou-se a fórmula de interpolação corresponde ero de 

FC/mL, conforme quadro a seguir: 

ω em relação ao valores acumulados Fórmula de interpolação 

enos diluída; 

mediária; 2 = diluição in

           d

            x1 = média de ônias da d1; 

ônias da d2 = média de c

           x
2; 

ônias da d3 = média

onsiderando ω = 40 c mo o número ótimo de nias e os valores acumula

nte para o cálculo do núm

U

 

2ω ≥ x1 + x2 + 2x3 (d1/v).(1/2).( x1 + x2 + 2x3) 

x1 + x2 + 2x3 ≥ 2ω ≥ x2 + 2x3 (d2 / v). ((ω.x1)/(2ω + x1 – (x2 + 2x3))) 

(d3/v). ((ω.x2)/(2ω + x2 – 2x3)) 

2x3 ≥ 2ω (d3 / v) . x3

x2 + 2x3 ≥ 2ω ≥ 2x3

      Onde: 1 d = fator de diluição da preparação menos diluída; 
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                 d2 = fator de diluição da preparação intermediária; 

 média de colônias da d3.

          v = volume inoculado por tubo. 

.2.1.2 – Critérios estatísticos para validação dos ensaios: 

 

3.2.1.2.1 - Teste do qui-quadrado (χ2): 

 

Destinado à verificação da existência de valores de contagens aberrantes em um 

mes rrência de erro experimental, somado ao erro 

amostral previsto na distribuição de Poisson. 

 

a) D

 

P os três níveis de diluição foi utilizada a seguinte 

rmula: 

      Σ x 

       O ; 

                  Σ x agens de colônias; 

               os das con

 

           d3 = fator de diluição da preparação mais diluída. 

           x1 = média de colônias da d1; 

           x2 = média de colônias da d2; 

           x3 =

 

3

mo nível de diluição, e, portanto à oco

escrição do cálculo de χ2: 

ara o cálculo do χ2 de cada um d

fó

                                                             n   .  Σ x2             

                                              χ2  =  ____________  -  Σ x 

                                                           

 

nde:  n = número de tubos legíveis

 = soma das cont

   Σ x2 = soma dos quadrad tagens de colônias. 
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O valor de χ2  calculado para cada diluição foi comparado com  o valor crítico 

tabe  nível de significância 0,05 

confo

 6 7 8 9 10 

lado com base nos graus de liberdade (n - 1) para o

rme segue:  

 

N 2 3 4 5

n 5 6 7 8 9   - 1 1 2 3 4 

χ2  * 3,8 6,0 7,8 9,5 11,1 12,6 14,1 15,5 16,9 

  * (nível de significância 0,05) 

 

b) Interpretação: 

 

Valores de χ2 calculados menores ou iguais aos valores críticos tabelados,  

indicaram a inexistência de contagens aberrantes entre os tubos inoculados com volumes 

iguais de uma mesma diluição de vacina, e portanto uniformidade no crescimento 

acteriano entre os tubos. Desta forma a diluição satisfez o critério do χ2 , tendo sido 

s para cálculo do número de unidades viáveis (3.2.1);   

 de contagens aberrantes entre os tubos e, portanto heterogeneidade no 

atisfez o critério do χ2, tendo sido 

 número de viáveis descrito em 

nto a manutenção da 

roporcionalidade entre as mesmas. Trata-se de um teste estatístico de significância, 

comparando as diferenças entre as médias obtidas nas diluições consideradas válidas 

b

incluída na média das contagen

 

Valores de χ2 calculados maiores do que os valores críticos tabelados indicam a 

presença

crescimento entre tubos. Neste caso a diluição não s

rejeitada e inviabilizada a continuação dos cálculos do

3.2.1. 

 

3.2.1.2.2 - Teste t 

 

 Aplicado à verificação das diferenças entre as diluições e, porta

p
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para o

a) Descrição do cálculo de t: 

 

das médias obtidas a pr ira, na segunda e na terceira 

dilui  apli se a uint mu

 critério do χ2 (3.2.1.2.1), com o desvio padrão esperado, segundo a distribuição de 

Poisson. 

  

Para a comparação  n ime

ções, cou-  seg e fór la: 

 

3

3

2

2

1

1

321

)4(

))2((

n
x

n
x

n
x

xxxt
×

++

×+−
=  

 

) Interpretação 

 

O cálculo do número de UFC/mL, por meio de fórmulas de interpolação (3.2.1), foi 

-se a pasta de cálculo denominada BCGCALC, desenvolvida no Setor 

e Vacinas do Departamento de Microbiologia do INCQS em 2000 por meio do Microsoft 

pela Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS) em 1996 (INCQS, 2000).  

 

     Onde: x1, x2 e x3 = médias de colônias das diluições 1, 2 e 3 (válidas para o critério de  

                                 χ2 ); 

                n, n2 e n3  = número de tubos nas diluições 1, 2 e 3 (válidas para o critério de χ2 ). 

 

b

Os resultados compreendidos entre –2 e 2 foram considerados válidos para p = 0,05. 

 

3.2.1.3 – Pasta de cálculo BCGCALC: 

 

realizado utilizando

d

Excel, com base nas instruções fornecidas pela OMS (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA 

SAÚDE, 1977), tendo sido validada por meio da comparação dos resultados fornecidos 

com aqueles obtidos por meio do programa informatizado (linguagem d-base) fornecido 
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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 

 reprodução manual dos cálculos com a aplicação das fórmulas fornecidas pela OMS 

A SAÚDE, 1977). 

ão da amostra, a Pasta BCGCALC forneceu 

automaticamente os valores de χ2 de cada diluição, o valor de t (comparação das 

diferenças entre as médias das três diluições), assim como o número de UFC/mL. A 

utilização desta pasta requer a interpretação, pelo operador do cálculo, da validade dos 

ensaios com relação aos critérios estatísticos (valores de e teste t). 

 

Figura 1 - Visualização da Pasta BCGCALC. 

da

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL D

 

Observa-se na Figura 1, que uma vez introduzidos os valores de contagens obtidos 

em cada tubo e os fatores de diluiç

χ2 

Livro:  XXXX

40 0 1.

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 o2 Somatório n CHI2 Média Valor acumulado Diluição
19 18 27 6 20 1850 90 5 12.78 18.0 35.75 5000

4 269 35 5 3.43 7.0 17.75 10000
2 5 9 4 289 43 8 10.77 5.4 10.75 20000

40 0.1

o2 Somatório n CHI2 Média Valor acumulado Diluição
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

Termoestabilidade = 33% SATISFAT

10 9 6 6
8 1 7 7

0.3 7.6875 2.7726341

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 c8 c9 c10
20 26 25 32 36

1.8 10.76 3.2802439

Contagem de BCG viáveis (UFC/ml) = 

Responsável técnico:________________________                            Data: ___ /___ /___    

Teste t = 0.548739685
2.69E+06Nº de colônias (UFC/ml) = 

Resumo dos resultados
2.69E+06 SATISFATÓRIA

ÓRIA

Contagens Dados estatísticos
Número ótimo de colônias: Volume inoculado:

Temperatura de estoque da amostra: 4ºC  

Dados estatísticos

Data:

BCGCALC 1 - Cálculo BCG viáveis  em suspensões de vacina 
bricante:  XXXX Lote: XXXX Ensaio: XXXX Folha: XXXXX

Contagens 

Amostra: Monografia Fa

Teste t =
Nº de colônias (UFC/ml) = 8.94E+05

0.090166963

Número ótimo de colônias: Volume inoculado:

Temperatura de estoque da amostra: 37ºC  

Conferência dos dados: ____________________________     Data: ___/___/___

Livro:  XXXX

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 o2 Somatório n CHI2 Média Valor acumulado Diluição
19 18 27 6 20 1850 90 5 12.78 18.0 35.75 5000

4 269 35 5 3.43 7.0 17.75 10000
2 5 9 4 289 43 8 10.77 5.4 10.75 20000

40 0.1

o2 Somatório n CHI2 Média Valor acumulado Diluição
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

Termoestabilidade =

Data:

BCGCALC 1 - Cálculo BCG viáveis  em suspensões de vacina 
bricante:  XXXX Lote: XXXX Ensaio: XXXX Folha: XXXXX

Contagens Dados estatísticos

Temperatura de estoque da amostra: 4ºC  

Contagens Dados estatísticos
Número ótimo de colônias: Volume inoculado:

33% SATISFAT

Amostra: Monografia Fa

40 0.1
Temperatura de estoque da amostra: 37ºC  

Número ótimo de colônias: Volume inoculado:

10 9 6 6
8 1 7 7

0.3 7.6875 2.77263410.090166963Teste t =
Nº de colônias (UFC/ml) = 8.94E+05

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 c8 c9 c10
20 26 25 32 36

1.8 10.76 3.2802439

Contagem de BCG viáveis (UFC/ml) = 

Conferência dos dados: ____________________________     Data: ___/___/___

Responsável técnico:________________________                            Data: ___ /___ /___    

Teste t = 0.548739685
2.69E+06Nº de colônias (UFC/ml) = 

Resumo dos resultados
2.69E+06 SATISFATÓRIA

ÓRIA
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3.2.2 – Cálculo baseado em fórmulas limites (mínimo duas diluições estatisticamente 

válidas): 

 

3.2.2.1 – Descrição dos cálculos: 

 

O 

ero de tubos que 

compunham a série; 

 

 

cálculo dos números de UFC/mL foram realizados de acordo com as seguintes 

etapas: 

 

a) Cálculo das médias (x1, x2 e x3)  dos números de colônias obtidas em cada uma das  

três diluições. Para tal, somou-se os números de colônias contados em cada um dos 

tubos inoculados com uma mesma diluição e dividiu-se pelo núm

b) cálculo do valor de UFC/mL obtido em cada diluição: 

Diluição Fórmula limite 

1 (x1.d1) / v 

2 (x2.d2) / v 

3 (x3.d3) / v 

     Onde: d1 = fator de diluição da preparação menos diluída; 

              d2 = fator de diluição da preparação intermediária; 

            d3 = fator de diluição da preparação mais diluída. 

                                    x1 = média de colônias da d1;

                                    x2 = média de colônias da d2;

                                    x3 = média de colônias da d3; 

                                                        v =  volume inoculado por tubo. 

c) cálculo final de UFC/mL da amostra em análise através da média dos valores de 

UFC/mL obtidos em cada diluição considerada válida para o teste do χ2 e do t (ver 

 

3.2.2.2 a seguir). D deu a média entre as esta forma o valor final de UFC/mL correspon
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UFC/mL presentes nas diluições d1, d2 e d3, ou nas diluições d1 e d2, ou nas diluições d2 

e d3 ou ainda entre as diluições d1 e d3, desde que estatisticamente válidas.   

 validação do ensaio: 

3.2

 

Aplicado à verificação da existência de valores de contagens aberrantes em uma 

pre

 

a) Descrição do cálculo de χ2: 

 

b) Interpretação: 

 

Conforme descrito em 3.2.1.2.1 

 

3.2.2.2.2 – Avaliação do combinado:

 

Igualmente aplicado à verificação da existência de contagens aberrantes, e, portanto 

de erros experimentais significat χ2 permite diluir variações 

indi ativas.   

 

 P

a c

 

3.2.2.2 - Critérios estatísticos para

 

.2.2.1 - Teste do χ2

mesma diluição, e, portanto a ocorrência de erro experimental, somado ao erro amostral 

visto pela distribuição de Poisson. 

 

Conforme descrito em 3.2.1.2.1 

χ  2  

ivos. O valor combinado de 

viduais que podem ser equivocadamente consideradas signific

a) Descrição do cálculo: 

 

ara a obtenção do χ2 combinado somou-se cada valor individual de χ2 correspondente 

ada uma das diluições (ver 3.2.1.2.1) das vacinas incluídas no ensaio. Os graus de 
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libe

som

 de χ2 maior do que o valor crítico tabelado indicou a existência de 

variância além da prevista pela distribuição de Poisson e, portanto erro experimenta

significati

 

o indicou a existência de valor aberrante entre as 

ontagens de uma, ou de mais de uma, das diluições das vacinas incluídas no ensaio, 

dividual aberrante por meio de sua eliminação e recálculo 

o valor combinado de χ2. Procedeu-se desta forma até a eliminação de todos valores 

nção de um valor de combinado de χ2 menor ou igual ao 

alor crítico tabelado. Consequentemente, as amostras de vacina em que duas de suas 

as médias eliminadas foram consideradas invalidas sendo, portanto 

ecessária a sua repetição por meio da realização de um novo ensaio.  

.2.2.2.3 – Teste t 

onforme descrito em 3.2.1.2.2, porém comparando as diferenças entre as médias de 

col

ara tal avaliação, foram utilizadas as seguintes fórmulas: 

a) para a comparação das médias obtidas na primeira, na segunda e na terceira 

 

rdade (n - 1, onde n = número de tubos legíveis) de cada diluição foram igualmente 

ados.  

 

b) Interpretação: 

 

O valor combinado

l 

vo para o nível de significância 0,05.  

Quando a análise do χ2 combinad

c

buscou-se identificar o valor in

d

aberrantes e a conseqüente obte

v

diluições tiveram 

n

 

3

 

C

ônias obtidas nas diluições consideradas válidas para o critério do χ2 (3.2.2.2.1), com o 

desvio padrão esperado, segundo a distribuição de Poisson. 

  

 P

 

diluições, introduziu-se a seguinte fórmula, devendo o resultado estar 

compreendido entre –2 e 2: 
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3

3

2

2

1

1 )4(

n
x

n
x

n
x ×

++

321 ))2(( xxxt ×+−
=  

nde: x1, x2 e x3 = médias de colônias das diluições 1, 2 e 3; 

     

 na primeira e na segunda diluições, 

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

 
O

      n, n2 e n3  = número de tubos nas diluições 1, 2 e 3. 

 

b) para comparação das médias obtidas

 

21

21

21

)4(

))2((

n
x

n
x

xxt
×

+

×−
=  

Onde: x e x = médias de colônias das diluições 1 e 2; 

           n  e n = número de tubos nas diluições 1 e 2. 

 
c) para comparação das médias obtidas na segunda e na terceira diluições, 

introduziu-se a seguinte fórmula, devendo o resultado estar entre 

1 2 

1 2  

–2  e 2: 

 

32

32

32

)4(

))2((

n
x

n
x

xxt
×

+

×−
=  

d) para comparação das médias obtidas na primeira e na terceira diluições, 

 estar entre –2  e 2: 

        Onde: x2 e x3  = médias de colônias das diluições 2 e 3; 

                   n2 e n3  = número de tubos nas diluições 2 e 3. 

 

introduziu-se a seguinte fórmula, devendo o resultado
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Onde: x1 e x3 = médias

            n1 e n3  = número de tubos nas diluiç

 

.2.2.3 - Pasta de cálculo BCGCALCVAL: 

tilizando-se a pasta de cálculo 

enominada BCGCALCVAL, desenvolvida no Setor de Vacinas do Departamento de 

Mic

cálculo

CHI2 = valores de χ

Figura 2 - Visualizaç ” da Pasta BCGCALCVAL.. 

 

os os valores de contagens 

Pasta BCGCALCVAL forneceu 

ut

com re ara cada 

ombinação de diluição (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.  

 

 

 de colônias das diluições 1 e 3; 

ões 1 e 3. 

3

 

   O cálculo do número de UFC/mL foi realizado u

d

robiologia do INCQS em 2005,  tendo sido validada por reprodução manual dos 

s (INCQS, 2005).

Diluição C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 n Média UFC/mL
20000 20 26 25 28 36 5 27.0 5.0 Valido 5.4E+06
40000 10 13 14 17 12 5 13.2 2.0 Valido 5.3E+06
80000 4 12 9 6 22 9 5 10 9.2 25.0 Inválido invalido

válido

C/mL
d1 d2 d3 -1.3 invalido invalido

d2 d3 -2.1 invalido invalido

CHI2

BCGCALCVAL
Amostra: Monografia Ensaio: xxxxxxx Livro: xxxxxx Página: xxxxx 2/1/2007 23:00 Operador: Esther

Responsável pelo Cálculo: xxxxxxx Conferente: xxxxxxx

C9 C10 o2 Somatório

3781 135
898 66

8 9 8 1076 92

Desvio padrão Resultado UF
Teste de significância entre diluições

Diluições testadas

d1 d3 -2.7 invalido invalido
d1 d2 0.2 5.3E+06 valido

; Desvio padrão = valores de t. 

ão da planilha “Cálculo Referência

 2

Como se observa na Figura 2, uma vez introduzid

obtidos em cada tubo e a primeira diluição da amostra, a 

a omaticamente os valores de χ2 de cada diluição e o resultado da validação da diluição 

lação ao valor crítico de χ2, os valores de t e o “status” de validação p

c



   

3.2.2.4 - Pasta de cálculo BCGCALCVAL adaptada ao cálculo do χ2 combinado: 

Os cálculos dos números de UFC/mL dos ensaios analisados pelo χ2 combinado 

cálculo BCGCALCVAL adaptada e revalidada 

NCQS, 2005). 

cálculo do combinado.  

χ2 combinado, com base na 

tabela de distribuição de χ2  para o nível de significância 0,05.  

 

 

 

foram realizados utilizando-se a pasta de 

(I

 

Figura 3 – Visualização da planilha “Qui-ensaio” da Pasta BCGCALCVAL adaptada ao 

χ2   

 

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

uma planilha específica para o cálculo e interpretação do 

 23



   

Como ilustrado na Figura 4 a seguir, uma vez introduzidos os valores de contagens 

btidos em cada tubo e a primeira diluição da amostra, a Pasta BCGCALCVAL adaptada 

mo os resultados finais de UFC/mL para cada uma destas. 

CVAL 

 

 

em 3.1.1 entre os anos de 2002 e 2003; 

) 155 contagens em amostras de vacina (465 diluições) executadas, no INCQS, pela 

técnica

o a sua conformidade, por 

eio da pasta BCGCALC. Neste estudo foi possível a associação das freqüências de 

o

forneceu automaticamente os valores de χ2 de cada diluição, os valores de t e o “status” 

de validação para cada combinação de diluição (d1/d2/d3 ou d1/d2 ou d2/d3 ou ainda 

d1/d3),  assim co

Diluição C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 o2 Somatório n Média UFC/mL
20000 23 25 26 52 32 5558 158 5 31.6 17.9 Inválido 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

válido

Desvio padrão Resultado UFC/mL
d1 d2 d3 0.5 6.1E+06 valido

d2 d3 -0.4 6.0E+06 valido
d1 d3 0.2 6.2E+06 valido
d1 d2 0.7 6.0E+06 valido

Teste de significância entre diluições
Diluições testadas

CHI2

BCGCALCVAL
Amostra: Monografia Ensaio: XXXXXXXX Livro: XXXXXX Página:XXXXXX 2/1/2007 22:02 Operador: Esther

Responsável pelo Cálculo: Conferente:

 CHI2 = valores de χ2; Desvio padrão = valores de t. 

Figura 4 – Visualização da planilha “Cálculo Referência” da Pasta BCGCAL

adaptada ao cálculo do χ2 combinado. 

 

3.3 - Descrição das avaliações realizadas: 

3.3.1 - Avaliação do impacto da aplicação do teste do χ2 às contagens, tendo-se 

analisado: 

a) 154 contagens em amostras de vacina (462 diluições) executadas, no INCQS, pela 

técnica tradicional descrita 

b

 modificada descrita em 3.1.2 no ano de 2005. 

 

Os valores de χ2  foram calculados e avaliados quant

m
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invalid

os em 3.2.1 
2 

χ2 combinado e do teste t com o 

 executados no INCQS 

em 2005, empregando-se a técnica modificada descrita em 3.1.2. 

.4 – Fonte de consulta dos ensaios incluídos no estudo: 

ados referentes aos ensaios avaliados encontram-se arquivados nos livros de 

gistro de Ensaios de Contagem de Unidades Viáveis de BCG do Setor de Vacinas do 

 

ação aos operadores da homogeneização das suspensões e inoculação dos 

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

 

3.3.2 - Avaliação comparativa do impacto da aplicação do teste t aos ensaios de 

contagem de UFC/mL com o emprego dos sistemas de cálculo descrit

(mínimo de 3 diluições válidas quanto ao χ para o cálculo por meio de fórmulas de 

interpolação – pasta BCGCALC) e 3.2.2 (mínimo de 2 diluições válidas quanto ao χ2  para 

o cálculo por meio de fórmulas 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 – Avaliação do impacto da aplicação do teste do 

emprego dos sistemas de cálculo descritos em 3.2.1 e 3.2.2 para interpretação dos 

resultados de 31 ensaios (285 contagens em amostras de vacina)

 

3

 

  Os d

re

Departamento de Microbiologia do INCQS.  
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4 – RESULTADOS 
 

abela 4.1 - Diluições consideradas inválidas pelo teste do χ2 quando diferentes T

operadores empregaram a técnica tradicional (3.1.1) para contagem de unidades viáveis 

de BCG em amostras de vacina. As avaliações estatísticas de χ2 foram realizadas 

utilizando-se a pasta BCGCALC. 

Diluições *  

N° total Inválidas % 

Operador A 132 30 22,7 

Operador B 330 106 32,0 

Total 462 136 29,0 

* Diluição: série de tubos contendo LJ inoculados 

com uma  mesma diluição da amostra de vacina. 

VAL.. 

Diluições* 

  

Tabela 4.2 – Diluições consideradas inválidas pelo teste do χ2 quando diferentes 

operadores empregaram a técnica modificada (3.1.2) buscando a redução do efeito de 

variáveis nos ensaios de contagem de unidades viáveis de BCG. As avaliações 

estatísticas de χ2  foram realizadas utilizando-se a pasta BCGCALC

 

 % N° total Inválidas

Operador A 135 04 2,9 

Operador B 54 06 11,1 

Operador C 276 34 12,3 

Total 465 44 9,4 

*Diluição: série de tubos contendo LJ inoculados 

com uma  mesma diluição da amostra de vacina. 
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Tabela 4.3 - Contagens de viáveis  consideradas inválidas, por operador, segundo critério 

o χ2 , antes e após a introdução das modificações na técnica tradicional. Utilizou-se para 

a tradicional Técnica modificada 

d

tal avaliação, o critério de cálculo baseado na aplicação das fórmulas de interpolação 

(mínimo de três diluições válidas) conforme item 3.2.1 e a pasta BCGCALC. 

 

TécnicContagens em 

amostras de 

vacina 
N° total Inválidas % al Inválidas %  N° tot

Operador A 6 59 45 04 12,5 44 2

Operador B 33,3 110 79 72 18 06 

Operador C --- ----- ----- 92 32 34,8 -- 

Total 42 27,0 154 105 68 155 

 

 

Tabela 4.4 - Índices de invalidação das contagens de viáveis em amostras de vacina  

segundo o critério do χ2 e do teste t, considerando-se os esquemas de cálculo baseados 

nas fórmulas de interpolação (mínimo de três diluições válidas) e nas fórmulas limite 

(mínimo de duas diluições válidas), aplicados aos resultados fornecidos pela técnica 

tradicional e pela técnica modificada: 

 

nimo ições mo 2 diluições Mí  3 dilu Míni 

Contagens em 

amostras de vacina 
l Inválidas % N° t Inválidas % N° tota otal 

Técnica convencional 83 28 68 24  2 190 67 3 

Técnica modifica 18 6 da 285 112 39 285 
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Tabela 4.5 - Impacto da aplicação do cálculo baseado em no mínimo três diluições válidas 

qua  t em 3  pela técnica

 
o

amostras 

nto ao χ2 e teste 1 ensaios realizados  modificada: 

Númer  de 
Repetições necessárias 

Total de 
ensa

de 
 

incluídas a Válidas Inválidas 

Total de 
invalidações 
por ensaio Amostras 

em análise 

Amostras 
de vacina 
referência 

Total de 
amostras 

ios 
amostras
Total 

31 285 173 112 197b

 6 39% 79
182 c

 1%  % 
23 

205 
(72%)

a – Incluída uma amostra de vacina de referência de trabalho por ensaio; 
 foram rejeitados por invalidação da amostra de vacina de referência 

das, 15 correspondem a vacina de referência 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

b – Como 15 ensaios
de trabalho, do total de 197 amostras inváli
de trabalho e 182 a amostras de vacina em análise; 
c – 182 amostras agrupadas em 23 ensaios. 
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Tabela 4.6 - Impacto da aplicação do cálculo baseado em no mínimo duas diluições 

amostras Repetições necessárias c

válidas quanto ao χ2 e teste t em 31 ensaios realizados pela técnica modificada: 

 

Número de 
Total de 

Total de 
Vál
para 3 

idas 
para 2 

s 

Amostras 
em análise 

Total de ensaios 
amostras 
incluídas a

idas Vál

diluições diluiçõe
Inválidas d

Amostras 
vacina 

referência 
amostras 

31 285 
173 

) 
94 

) 
18 b

(61% (33%

 267 (9

26 c 04 
30  

(10,5%) 
4%) 6 % 

a – Incluída uma amostra de vacina de referência por ensaio; 
b – Uma amostra de vacina de referência implicando na repetição de nove amostras  
incluídas em um único ensaio; 
c – 26 amostras agrupadas em quatro ensaios; 
d ntes em diluições cresc – Critério de invalidação: médias decresce

6,7%); teste t (12 amostras – 66,6%) e χ
entes (03 amostras – 

2 válido para ao menos duas diluições (03 
mostras – 16,7%). 

1
a
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 29



   

 
 
 
Tabela 4.7 - Impacto da aplicação do cálculo baseado em no mínimo duas diluições 

2

s rias 

válidas quanto ao χ  combinado e teste t em 31 ensaios realizados pela técnica 

modificada: 

 

Número de amostra Repetições necessá

Total de 
ensaios 

Ensaios 
álidos para 

 χ
v

T
lid
c

Válidas para 

diluições 

o
em 
á

tra
ina

c

e 
s 

2 
combinado otal 

Vá

d

as para t 
om 3 

iluições 
t com 2 Inválidac

Am

an

stra 

lise 

Amos
vac

referên

 
 
ia 

Total d
amostra

31 31a 2
(80%) (20%) 

085 b 223 55 
6  

 278 (98%) 2 % 

06d 01 
07  

(2,4%) 

a – Dois ensaios válidos após a eliminação de um valor aberrante e um ensaio válido após 
a eliminação de dois valores aberrantes; 

a por ensaio; 

 ensaio. 

b – Incluída uma amostra de vacina de referênci
c – três amostras inválidas segundo o critério de contagens decrescentes com relação às 
diluições crescentes e três amostras inválidas segundo o critério do teste t; 
d – agrupadas em um
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5 – DISCUSSÃO  
 

dada 

ilidade do 

ostras de vacina, apesar de sua variabilidade e baixa reprodutibilidade 

TAVRI et al, 1974; GHEORGHIU; LAGRANGE; FILLASTRE, 1988; ; MILSTIEN; 

GIBSON, 1990; DIETRICH; VIR

Es i e i c e 

validação dos ensaios e da própria técnica, itens inerentes ao sistema da qualidade e cuja 

ap ão ele os ní e e  dos men

 

Desta forma, buscando assegurar a credibilidade dos resultados obtidos, o 

tal importância,  que é viabilizado ao se manter 

onização e controle rigoroso 

Segundo a OMS (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1977), o erro esperado 

esignado como erro amostral está previsto pela distribuição de Poisson, podendo gerar 

ariações metodologicamente aceitáveis. As variações que extrapolam o limite do erro 

mostral previsto, podem também ocorrer e são decorrentes de erros experimentais. A 

xistência do erro experimental é revelada quando a variação observada é maior do que 

quela prevista estatisticamente pelo erro amostral, o que pode ser detectado por meio da 

istribuição de χ2 e do teste t. O primeiro indicando a inoculação e crescimento não 

niformes entre tubos e o segundo a desproporcionalidade das diluições com relação ao 

tor de diluição empregado para o preparo destas.  

 

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

ndência à formação de grumos, dificultando a sua dispersão e a obtenção de 

O cultivo em meio sólido permanece sendo a técnica oficialmente recomen

pela OMS (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1987) para avaliação da viab

BCG em am

(S

ET; HESS, 2003).   

 

te fato é ev denciado quando s faz necessário o estabelec mento de ritérios d

licaç va veis d xigência procedi tos. 

aprimoramento da técnica é de fundamen

e

dos procedimentos.  

m níveis aceitáveis os efeitos de variáveis através da padr

 

d

v

a

e

a

d

u

fa

te
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suspensões homogêneas, sobretudo em relação à vacina clássica produzida por cultivo 

em superfície de meio líquido, método adotado para a produção nacional da vacina. 

bacilos. 

 sua viabilidade.  

stes aspectos do produto, aliados à falta de detalhamento prático das etapas do 

ensaio

om a mesma diluição de vacina, 136 

teriam seus valores de χ2 calculados excedendo os valores de χ2  tabelados para o nível de 

signific

 

 

Segundo Gheorghiu e colaboradores (GHEORGHIU; LAGRANDERIE; BALAZUC, 

1996) a massa bacilar, quando triturada, além de sofrer perda de viabilidade, adquire 

heterogeneidade com elevada freqüência de grumos de dimensões variáveis, ou seja 

agregados formados por diferentes quantidades de 

 

O que STAVRI e colaboradores (STAVRI et al, 1974) ratificam, afirmando que o 

controle da viabilidade da vacina clássica é alterado pela presença de grumos bacterianos, 

refletindo mais o nível de agregação do que propriamente a

 

Desta forma deduz-se serem os cuidados dispensados à reconstituição e à 

homogeneização das diluições, fatores importantes que implicariam diretamente na 

avaliação estatística dos procedimentos de ensaio. 

 

E

, fazem, dos parâmetros estatísticos descritos pela OMS (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 1977), fatores limitantes, visto que reduzem apreciavelmente a 

probabilidade de aceitação dos ensaios como válidos, justificando assim a sua ampla 

discussão neste estudo.  

 

De fato, a avaliação da técnica tradicional com relação ao critério do χ2 (Tabela 4.1) 

revelou elevadas freqüências de invalidação por ocorrência de contagens de colônias 

aberrantes em uma mesma série de tubos de LJ inoculados com uma mesma diluição de 

vacina. Ou seja, de 462 séries de tubos inoculados c

ância 0,05, gerando assim 29% de invalidação das séries de diluições segundo 

este critério, demonstrando elevado índice de erro experimental embutido nos ensaios. 
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Considerando a recomendação da OMS (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 

1977) de rejeição e repetição dos ensaios a cada invalidação pelo χ2 , leva a dedução de 

que a instituição deste critério para avaliação dos ensaios realizados pela técnica 

tradicio

ável tendo em vista a grande 

demanda de análises do controle nacional, o alto custo de cada ensaio além do tempo 

necess

a tubo com LJ, adquiriram caráter crítico, uma vez que a técnica 

tradicional não fixava condições necessárias à padronização destas etapas do ensaio. 

de 

homogeneização durante o preparo do lote, bem como dos diferentes ciclos de 

nal, implicaria em elevada ocorrência de invalidações e consequentemente 

execução de grande número de novos testes.  

 

Por conseguinte, esta medida seria dificilmente aplic

ário para a emissão de laudos conclusivos, uma vez que se necessita de ao menos 

60 dias para a conclusão de cada ensaio, quando se avalia a termoestabilidade do 

produto.  

 

A observação de diferentes freqüências de invalidação segundo o operador (Tabela 

4.1), indicou a provável contribuição deste fator, que somado a difícil dispersão do  BCG, 

conferiria aumento de variabilidade à técnica. 

 

Buscando identificar fatores que uma vez controlados reduziriam a ocorrência deste 

tipo de erro experimental, se analisou as diferentes etapas do ensaio em que as variações 

mais provavelmente estivessem associadas aos operadores. Assim a homogeneização 

das suspensões antes da tomada das amostras e a precisão ao dispensar os volumes de 

0,1 mL de inóculo em cad

 

Cabe mencionar que tal avaliação foi possibilitada por existir uniformidade quanto 

às condições de cultivo oferecidas pelo meio de cultura (LJ) contido em cada tubo 

proveniente de um mesmo procedimento de produção. A homogeneidade e superfície do 

meio sólido (área do bisel), a perfeita vedação dos tubos após inoculação e a reduzida 

formação de líquido de condensação garantiram homogeneidade entre os tubos. Já o 

efeito das possíveis variações de viabilidade do meio de cultura, decorrentes 
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coagu

Segundo alguns autores (LUGOSI, 1992; 

STAVRI et al, 1974), a  sensibilidade reduzida do meio de LJ, o recipiente e o sistema de 

vedaçã

ubstituição do tipo de recipientes empregados para o preparo das diluições, o 

emprego de material volumétrico automático calibrado na distribuição dos volumes de 

inóculo

neidade entre as contagens de colônias de 

uma mesma diluição de vacina. A redução das freqüências de invalidação pelo χ2  pode 

ser co

-se 

de um teste de significância que compara as diferenças entre as médias das contagens de 

diferen

lação, foram minimizadas através da aleatorização dos tubos com relação às 

diferentes partidas do meio. 

  

Portanto, estas medidas visaram minimizar os efeitos indesejáveis conferidos à 

técnica pelo sistema de cultivo empregado. 

o, bem como o tamanho do inóculo, contribuem para o reduzido crescimento do 

bacilo ou mesmo a confluência de colônias, dificultando as contagens, o que gera 

resultados de viabilidade subestimados e/ou tendenciosos. 

 

A s

 por tubo de LJ, a padronização do tempo e dos movimentos na homogeneização 

das diluições, bem como a definição do número de rinsagens, mostraram-se medidas de 

controle eficazes para a redução da heteroge

nstatada quando se compara os valores das Tabelas 4.1 e 4.2, tendo a 

porcentagem de invalidações passado de 29% para 9,4% do total de diluições avaliadas 

antes e após a modificação da técnica.  

 

Além do critério estatístico do χ2, as diferenças entre as médias das contagens 

obtidas nas diluições seriadas devem também ser avaliadas por meio do teste t. Trata

tes diluições com o desvio padrão esperado quando o nível de significância é de 

0,05 conforme derivado da distribuição de Poisson. A condição para a realização desta 

análise consiste na inexistência de erro experimental detectado pelo teste do χ2  

comentado anteriormente. 

 

Para o cálculo do número de UFC/mL da amostra ensaiada, a OMS 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1977) sugere a aplicação de fórmulas de 
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interpolação que relacionam cumulativamente as médias obtidas em cada uma das 

diluições. O emprego das médias das diferentes diluições é vantajoso pelo aspecto 

ponderado deste esquema de cálculo. No entanto, a aplicação das fórmulas de 

interpo

lônias (ω). Este fato faz desta 

recomendação um fator limitante visto que a invalidação de pelo menos uma das três 

diluiçõ

tação da análise estatística para a validação dos 

ensaios, porém de forma que os critérios adotados não contribuíssem para a inviabilização 

da ap

cada, pois implicaria muito freqüentemente na utilização das 

médias das três diluições como pode ser verificado no item 3.2.1.1, sendo portanto 

obriga

lação, apesar de não objetivamente explicitado na referida publicação oficial, 

implicaria na inclusão das médias de pelo menos duas das três diferentes diluições, 

devendo logicamente, as mesmas estarem válidas quanto ao χ2   e  teste t.  

 

A eleição de uma entre as 4 fórmulas de interpolação (3.2.1.1) é baseada no valor 

acumulado das médias com relação ao número ótimo de co

es impossibilitaria o cálculo uma vez que a média em questão estaria inválida não 

podendo ser incluída no cálculo. 

 

Como apresentado na Tabela 4.3, ensaios realizados pela técnica modificada e 

avaliados com a aplicação do χ2,  teste t e fórmulas de interpolação, apesar de oferecerem 

condições para redução da freqüência de invalidação com relação à técnica tradicional 

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

 

Face à necessidade da implemen

licação da técnica ao controle da qualidade da vacina BCG, buscou-se avaliar o 

impacto da utilização de recursos estatísticos de menor rigor, mas que garantissem a 

análise dos dados sem a distorção dos resultados.   

 

Desta forma, avaliou-se o emprego das médias das contagens fornecidas por duas 

ou três diluições, desde que estatisticamente válidas. Para tal, a aplicação das fórmulas de 

interpolação não seria indi

tório que todas as médias incluídas no cálculo estivessem válidas para os critérios 

do χ2  e do teste t. 
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Buscando minimizar as implicações acarretadas por esta obrigatoriedade, avaliou-

se a aplicação das fórmulas limite, também citadas pela OMS (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL 

DA SAÚDE, 1977) e que permitem o cálculo pontual das UFC/mL de cada diluição da 

vacina em análise. Desta forma seria viabilizado o cálculo das UFC/mL a partir das médias 

fornecidas por pelo menos duas diluições consideradas válidas quanto aos critérios do χ2  

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

des de combinação entre as diluições válidas implicou na 

redução de freqüência das invalidações, por meio da eliminação de uma das 3 diluições 

que  p

e as diluições respeitando, para avaliação do 

teste t o fator de diluição 2, ao passo que a presente avaliação incluiu outra possibilidade 

de com

pacto da aplicação dos cálculos aos 

ensaios realizados pela técnica modificada, foi revelado o número de repetições 

necess

 a existência de tendências ao longo do tempo (gráfico controle de 

 

A aplicação deste sistema de cálculo permitiu a redução de invalidações 

decorrentes da execução da técnica modificada, de 39% para 6%, representando uma 

diminuição significativa, conforme apresentado na Tabela 4.4. 

 

O aumento das possibilida

orventura fosse considerada inválida quanto a um dos critérios estatísticos.  

 

Cabe ainda mencionar que a OMS (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1977) 

cita as possibilidades de combinação entr

, 

binação entre a primeira e a terceira diluições, quando o fator de diluição 4, exigiu 

a modificação da fórmula de comparação entre o desvio padrão esperado e a diferença 

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

 

Quando se avaliou, sob o aspecto global, o im

árias em conseqüência às invalidações dos ensaios (Tabelas 4.5, 4.6 e 4.7).  

 

Deve-se considerar que a cada ensaio realizado, uma amostra de vacina de 

referência de trabalho é obrigatoriamente avaliada em paralelo objetivando a validação do 

processo, que deve obedecer a distribuição normal (Curva de Gauss) (BUNCHAFT, 1997), 

e ainda monitorar
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Shewh

s de 

interpolação e, portanto 3 diluições para o cálculo, a invalidação da vacina de referência 

foi res

omo apresentado na Tabela 4.6, o estudo do impacto do cálculo baseado em no 

mínim

ados. A 

amostra de vacina de referência foi responsável pela rejeição de somente um dos ensaios 

avaliad

 pelo 

χ2  individual das diluições, poderiam ser diluídos e portanto considerados não 

signific

art) (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1997)   Sendo assim, a invalidação da 

contagem de UFC/mL da vacina de referência de trabalho implicaria na rejeição da 

totalidade das amostras incluídas no ensaio, e a conseqüente repetição destas por meio 

da realização de novos testes. 

 

Desta forma, a Tabela 4.5 permite verificar que quando aplicadas as fórmula

ponsável pela rejeição de 15 dos 31 ensaios realizados, contribuindo, em grande 

proporção,  para a repetição de 72% das amostras ensaiadas. 

 

C

o duas diluições válidas de cada amostra, revelou uma redução apreciável da 

freqüência de repetições necessárias, de 205 amostras (Tabela 4.5) para 30 amostras, 

representando 10,5% do número total de amostras incluídas nos 31 ensaios avali

os por este sistema de cálculo.     

 

Observa-se ainda, com base nos dados da Tabela 4.6, que das 267 amostras cujas 

contagens foram consideradas válidas, 173 (61%) tiveram seus cálculos baseados nas 

médias das três diluições e 94 (33%) nas médias de duas diluições válidas quanto aos 

critérios do χ2  e do teste t. 

 

Para a análise do impacto da aplicação do χ2 combinado, como também referido 

pela OMS (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1977), os mesmos 31 ensaios foram 

avaliados objetivando-se verificar até que ponto os erros experimentais, detectados

ativos no universo de amostras incluídas no ensaio. 

 

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

valores de χ2 combinado acima do χ2  tabelado ao nível significância 0,05. Este dado revela 
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que a maioria das invalidações pelo χ2  individual das diluições indicaria equivocadamente 

a existência de diferença significativa entre os valores segundo a distribuição de Poisson. 

 

Assim, ficou demonstrado que o valor do χ2  combinado oferece base mais segura 

para a verificação da existência de erros experimentais, evitando-se desta forma a rejeição 

indevid

amostras avaliadas puderam ter suas UFC/mL calculadas com base em três diluições, 

contra

 uma vez que o número médio de colônias da 

diluição eliminada de cada amostra não foi necessária ao cálculo final de UFC/mL. É 

import

 reavaliação do χ2 combinado após a eliminação de médias de contagens de 

diluiçõ

as 285 amostras incluídas nos 

31 en , implicando em repetição de somente 2,4% 

destas

a de dados, que uma vez inseridos no cálculo final de UFC/mL da amostra, 

forneceriam condições mais precisas de estimativa. 

 

Na medida em que é possibilitada a análise pelo χ2 combinado, 223 (80%) das 

 somente 55 (20%) calculadas com base em duas diluições e portanto em dois 

pontos de observação. Vale mencionar que quando se inclui no cálculo as médias das 

contagens de três diluições pela fórmula limite, os resultados, em termos de UFC/mL, são 

idênticos àqueles fornecidos pela fórmula de interpolação. A possibilidade do cálculo 

baseado nas médias de contagens de duas diluições, aliada à análise combinada do χ2, 

permitiu assim a validação dos ensaios,

ante salientar que a inclusão destes valores aberrantes poderiam distorcer os 

valores de UFC/mL das amostras, resultando na obtenção de resultados equivocados, 

caso não fosse aplicado o teste t. 

 

A

es cujo χ2 individual excedeu o valor crítico, possibilitou a validação geral dos 31 

ensaios pelo χ2  combinado, implicando em 100% de validação das amostras incluídas em 

cada um destes ensaios. 

 

A Tabela 4.7 indica ainda que somente seis (2%) d

saios foram consideradas inválidas

, incluindo a vacina de referência de trabalho avaliada em paralelo. 
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A constatação de que as seis invalidações deveram-se a erros experimentais, 

detectados pelo teste t e decorrentes do preparo das diluições, indica ser ainda, esta 

etapa 

crescentes. As outras três amostras 

foram rejeitadas pelo critério do teste t, demonstrando desproporcionalidade entre as 

diluiçõ

anto na avaliação equivocada das concentrações das 

suspensões, visto serem a dose, a quantidade e o tamanho dos grumos variáveis 

claram

aliações de um mesmo lote de produto final. 

De fato, Gheorghiu e colaboradores (GHEORGHIU; LAGRANGE; FILLASTRE, 1988), 

relatam que uma sus

do ensaio, suscetível a desvios. De fato, esta foi a única etapa do ensaio para a qual 

não se fixou condições que minimizassem a ocorrência de erros experimentais. Do total de 

seis amostras consideradas inválidas, três não estavam de acordo com o critério de 

contagens decrescentes com relação às diluições 

es e, portanto desvios com relação ao fator de diluição empregado.    

 

 Isto sugere ser necessária a introdução, na etapa de diluição, de outras medidas, 

como a utilização de pipetas automáticas calibradas, a homogeneização mecânica das 

suspensões e o aumento do tempo de homogeneização, logo após a reconstituição da 

vacina e durante o preparo das diluições, o que segundo STAVRI e colaboradores 

(STAVRI et al, 1974) reduz ainda mais os valores de χ2 e consequentemente a dispersão 

de resultados. 

 

A importância destas medidas é confirmada pelas observações de Brown e Brown 

(BROWN; BROWN, 1982) de que o grau de agregação do BCG pode resultar em valores 

subestimados de UFC/mL  e port

ente interdependentes. 

 

As características conferidas à vacina pela técnica clássica de produção contribuem 

significativamente para as variações entre av

pensão líquida de vacina preparada pela forma clássica produziu, em 

contagens por microscopia direta, aproximadamente 108 microrganismos em 1 mg  de 

peso úmido, ao passo que a inoculação em meio de cultura rendeu, em número de 
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colônias, aproximadamente 21 x 106 mg/ampola. Avaliações de diferentes lotes 

prepar

itoramento de 

ses essenciais da produção como a formulação, a homogeneização da suspensão 

ente discutido sendo dependente dos resultados das contagens e de seus 

mites, justificando mais ainda o desenvolvimento de técnicas e/ou introdução de medidas 

que m

, elimina a interpretação subjetiva e assegura a decisão 

objetiva de seleção de produtos mais eficientes com reatogenicidade aceitável. Modelos 

estatís

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

ados a partir desta mesma suspensão renderam entre 15 x 106 e 30 x 106 UFC/mL. 

 

O fato de inexistir, até o presente, ensaios “in vitro” capazes de prognosticar a 

indução de resistência imune em humanos, a determinação do número de viáveis 

presentes em cada lote do produto final constitui o principal meio de avaliar a qualidade da 

vacina, pois indica a consistência da produção conforme originalmente avaliada nos 

estudos clínicos. A manutenção das concentrações de bacilos viáveis lote a lote constitui 

assim o principal indicador do nível de qualidade, pois possibilita o mon

fa

durante o envase e a sobrevivência do BCG à liofilização, processo ao qual o BCG 

demonstra maior suscetibilidade.  

 

A determinação e manutenção do nível de bacilos viáveis necessário para induzir 

hipersensibilidade tuberculínica sem que seja conferida reatogenicidade à vacina, é 

também amplam

li

inimizem a variabilidade das avaliações (LUGOSI, 1992; ORGANIZAÇÃO 

MUNIDIAL DA SAÜDE, 1993) 

 

Segundo Lugosi (LUGOSI, 1982) o controle estatístico dos produtos biológicos, com 

base em probabilidade lógica

ticos exatos contribuem com o progresso da padronização do BCG e explicam as 

contradições existentes entre dados laboratoriais e de campo quando se avalia a eficácia 

de vacinações com o BCG. 

  

Portanto, o desenvolvimento de métodos alternativos vem sendo encorajado pela 

OMS (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2003; 2004) visando reduzir a problemática 
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reprodutibilidade dos resultados do ensaio tradicional de contagem em meio sólido, e sua 

correlação aos estudos de campo.   

 

 

s níveis de precisão da técnica tradicional, bem como a 

disponibilidade de um padrão de referência estável e adequadamente estabelecido por 

estudo

 

studos interlaboratoriais permitirão o conhecimento da 

reprodutibilidade da técnica (SOCIETÉ FRANÇAISE DE SCIENCE ET TECHNOLOGIE 

PHAR

A dosagem de adenosina trifosfato (ATP) por reação de bioluminescência 

(GHEORGHIU; LAGRANDERIE, 1979; JANASZEK; ALEKSANDROWICZ; SITKIEWICZ, 

1987; ASKGAARD et al, 1995; SHI; KLEGERMAN; GROVES, 1989) e a redução 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 

aplicação e aprimoramento vêm sendo discutidos frente a adaptações, buscando aumento 

de sensibilidade e precisão, porém por comparação e correlação (curvas de calibração) 

com os resultados fornecidos por  contagem em meio sólido. Este fato justifica mais uma 

vez a necessidade do aumento do

s interlaboratoriais. 

 

 Apesar da forte contribuição do presente estudo em fixar condições específicas 

para a realização dos ensaios de contagem de UFC/mL de forma a torná-los individual e 

estatisticamente validáveis, a técnica deve ainda ser avaliada quanto a sua 

reprodutibilidade.  

Somente a avaliação da estreiteza entre os resultados obtidos a partir de uma 

mesma amostra homogênea por meio do procedimento de ensaio cujas condições 

(robustez) estejam adequada e integralmente descritas, permitirão avaliar a precisão do 

método. Os estudos da repetitividade (precisão intra-ensaio) e da precisão intermediária 

(precisão intralaboratorial) possibilitarão o calculo dos intervalos de confiança dos 

resultados de rotina e e

MACEUTIQUE, 2002). 
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6 – CONCLUSÕES  
    
6.1 – Foi evidenciada a necessidade da adaptação da técnica tradicional, visando a 

L nos tubos contendo LJ, o que conferiu precisão à etapa de 

inoculação ; 

 

 para o aumento e uniformização do grau de dispersão dos bacilos nas 

suspensões; 

 

licação do teste t e do critério do número de colônias 

decrescentes com relação às diluições crescentes, mesmo com a introdução das 

modificações na técnica tradicional.   

redução do efeito de variáveis, e, portanto a redução do erro experimental; 

 

6.2 – Foi constatada a eficácia das seguintes condições específicas introduzidas na 

técnica tradicional buscando a redução do efeito das variáveis nos resultados final: 

 

• Utilização de erlenmeyers de 25 mL para o preparo do pool de vacina 

reconstituída, bem como para o preparo das diluições, o que permitiu a melhor 

homogeneização e dispersão do bacilo nas suspensões; 

 

• Utilização de pipeta automática de repetição calibrada para a inoculação dos 

volumes de 0,1 m

• Estabelecimento do período fixo de 1 minuto para homogeneização da amostra 

reconstituída e das suspensões durante o preparo das diluições, o que 

contribuiu

• Estabelecimento de três rinsagens de pipeta e/ou ponteira no momento da 

tomada dos volumes a serem diluídos e inoculados nos tubos com LJ, prevendo 

igualmente a melhor homogeneização. 

 

6.3 – Foi evidenciada a necessidade da avaliação de medidas que uma vez aplicadas a 

etapa de diluição venham a promover a redução da ocorrência de erros experimentais que 

foram evidenciados pela ap
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6.4 – Foi constatada a aplicabilidade dos seguintes parâmetros estatísticos e de cálculo 

• Aplicação das fórmulas limite (3.2.2) para o cálculo de UFC/mL das diluições; 

• Aplicação do teste t às diluições consideradas válidas quanto ao χ2  combinado 

• 

os acima descritos.   

6.5 ara

se o uso d

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

aos ensaios realizados pela técnica modificada: 

 

• Análise do χ2 para cada nível de diluição (3.2.2.2.1) das amostras seguida da 

análise do χ2  combinado do ensaio (3.2.2.2.2); 

(3.2.2.3); 

Cálculo do número de UFC/mL como a média dos números de viáveis de pelo 

menos duas diluições consideradas válidas para os critéri

 

– P  a informatização do cálculo, validação e interpretação dos ensaios recomenda-

a pasta BCGCALVAL (3.2.2.3).   
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7 – PERSPECTIVAS 

a objetivando avaliar a sua repetitividade 

 precisão intermediária, permitindo a expressão dos resultados e dos intervalos de 

con nça T 

TEC

 

 

7.2 – Con isto nos recentes relatórios da OMS (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA 

SAÚ E, 

substituiçã o 

INCQS deve estar preparado. Considerando a praticidade, a rapidez na obtenção do 

 

da técnica colorimétrica de determinação da 

iabilidade do BCG por redução de sais de tetrazol.  

 

7.1 – Sugere-se a validação da técnica modificad

e

fia  nas análises de rotina (SOCIETÉ FRANÇAISE DE SCIENCE E

HNOLOGIE PHARMACEUTIQUE, 2002). 

forme prev

D 2003; 2004), a eminente recomendação  oficial de ensaios alternativos em 

o à contagem por cultivo em meio sólido, constitui uma realidade frente a qual 

resultado, o baixo custo e a disponibilidade dos equipamentos necessários, sugere-se o

desenvolvimento, implantação e validação 

v
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Anexo A 
 

osfato de potássio monobásico..................................................................... 2,5g 

o de tri-magnésio 14-hidratado............................................................  0,6g 

 - asparagina.................................................................................................  3,6g 

arinha de batata...........................................................................................  30,0g 

erde malaquita.............................................................................................  0,4g 

gua destilada................................................................................................ 600mL 

 Preparo da base 

) pesar, em recipiente de aço inoxidável com capacidade para 5 litros, a quantidade 

recomendada pelo fabricante para preparar 3600 mL de meio; 

) adicionar 72 mL de glicerol; 

) adicionar 3600 mL de água destilada e misturar utilizando bastão de vidro; 

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

) transferir para erlenmeyer com capacidade para  6 litros; 

 autoclavar a 121 °C durante 15 minutos; 

) pH final: 4,8 ± 0,2 a 25 °C. 

Meios de Cultura: composição e preparo 
 

Meio sólido de Lowenstein-Jensen 
 

• Composição do meio base 

 

F

Sulfato de magnésio heptahidratado............................................................... 0,24g 

Dicitrat

L

F

V

Á

 

•

 

a

b

c

d

e

f)

g
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• Preparo da suspensão de ovos:  

 

a) utilizar 12 dúzias de ovos não embrionados de tamanho médio, de casca lisa sem 

ranhuras, com

) lavar bem os ovos com água e detergente neutro utilizando escova; 

c) enxaguar em águ

enxaguar em água destilada; 

e) dispor os ovos dentro de um recipiente limpo, forrado com gaze, podendo ser 

armazenado à temperatura de 2 a 8 °C por no máximo 24 horas; 

f) colocar os ovos lavados em recipiente contendo álcool etílico 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 conteúdo,  utilizando uma batedeira manual,  até  que  seja obtido aspecto 

homogêneo; 

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

  Preparo e distribuição do meio: 

a) ente se necessário, e 

ém 

rmanente agitação em agitador magnético e distribuir, 

assepticamente, através da cânula, 15 mL da mistura em tubos de ensaio 25 x 200 mm 

 no máximo 01 semana de postura; 

b

a corrente; 

d) 

 

 

•

 

resfriar a base até aproximadamente 50 °C, agitar suavem

transferir para o recipiente contendo a suspensão de ovos; 

b) homogeneizar a mistura através de movimentos circulares; 

c) filtrar a mistura em gaze estéril disposta em recipiente de aço inoxidável, tamb

estéril, com capacidade para 12 litros possuindo, na parte inferior, uma abertura 

conectada a uma cânula de borracha; 

d) colocar a mistura sob pe
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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 formação de bolhas; 

 

da temperatura de 85 °C; 

ão do envase e nunca encostar um tubo no 

e) peratura atingir 85 °C, e coagular o meio 

f)  em caixas plásticas para armazenamento; 

 

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

 Condições de armazenamento 

Ar acondicionados em caixas 

 do lote e data de preparo), 

 

 

 

e) pH final - 7,0 ± 0,2 a 25 °C. 

• Coagulação do meio: 

 

a) ligar o coagulador  e aguardar até que seja atingi

b) acionar o registrador automático e realizar um primeiro ciclo de coagulação com o 

equipamento vazio, devendo assim permanecer a 85 °C por 45 minutos; 

c) distribuir os tubos nas 4 bandejas do coagulador e prendê-los com fita adesiva 

tomando-se a precaução de manter a posiç

outro, permitindo assim a circulação do ar; 

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

depois de colocar as bandejas, esperar a tem

durante  45 minutos a partir dessa temperatura; 

retirar os tubos das bandejas e colocá-los

g) repetir as etapas com todos os tubos envasados mantendo-se o início da coagulação

 

 

•

 

mazenar os tubos de meio de cultura entre  2 e 8 °C 

plásticas, ao abrigo da luz e identificados (número de cadastro

por no máximo 2 meses.  
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Meio Líquido Sauton 1/4 
 

 Composição  

hidratado ............................................................................ 0,125g 

cido cítrico monohidratado ........................................................................................... 0,55g 

,125g 

 

Ci ........... 0,0125g 

Ág  

 

 

c) 

 

 

•

 

Sulfato de magnésio hepta

Á

Fosfato dipotássico................................................................................................... .... 0

L-asparagina ................................................................................................................ .... 1,0g

trato férrico de amônio .................................................................................

Glicerina........................................................................................................................ . 15mL 

ua destilada ............................................................................................................ 1000mL

 

• Preparo: 

a) dissolver todos os componentes sob aquecimento brando; 

b) esterilizar a 121 °C durante 15 minutos; 

pH final: 7,0 +/- 0,2 a 25°C.  
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