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RESUMO

A Tuberculose é uma doenca infecciosa, transmitida de pessoa para pessoa,
considerada um grave problema de satide plblica mundial. E causada pela bactéria
Mycobacterium tuberculosis, acometendo principalmente os pulmdes. O diagndstico
definitivo de TB se d& pela identificacdo das micobactérias presentes em uma
amostra biologica, pelo exame de cultura, considerado padrdo-ouro, pois
proporciona alta sensibilidade e especificidade para a deteccdo de TB pulmonar e
extrapulmonar. E padronizado utilizar na formulagdo dos meios de cultura, ovos
provenientes de galinha que ndo receberam antibiético na alimentacdo, com postura
de no maximo sete dias, e comprovacéao por certificacdo e rastreabilidade dos lotes.
Atualmente € utilizado na Funed o ovo ndo embrionado destinado a pesquisa, no
entanto existem outros tipos de ovos, como 0 organico e o caipira que também
atendem aos requisitos exigidos. O objetivo deste trabalho foi comparar o
desempenho do meio de cultura sélido Lowenstein-Jensen, utilizando em sua
formulacdo trés diferentes tipos de ovos: 0 ovo caipira, ovo nao embrionado
destinado a pesquisa e ovo organico. Foram realizados testes comparativos de
desempenho do meio com estes ovos, garantindo assim que a troca nhao
influenciaria no desempenho do meio de cultura. Sendo realizado analise de
desempenho controle visual, esterilidade, pH e Teste de Sensibilidade pelo Método
das Proporcdes Indireto aos farmacos Estreptomicina, Isoniazida, Rifampicina e
Etambutol com inoculacdo de cepas com perfis de sensibilidade e resisténcia ja
conhecidos e padronizados. Apos andlise de todos os testes realizados, foi
verificado que os trés lotes apresentaram resultados satisfatorios na analise de
controle visual, faixa de pH, teste de esterilidade, e teste de sensibilidade, em
relagdo aos critérios estabelecidos, além de demonstrarem desempenho idéntico no
Teste de Sensibilidade, no entanto a facilidade da garantia de certificacdo
rastreabilidade é maior para o ovo organico em comparagao ao ovo caipira. Sendo
assim, € possivel concluir, que o meio de cultura LJ produzido com o ovo organico,
atende a todos os critérios de qualidade exigidos, rastreabilidade de todo o lote,
além de tornar vidvel a comercializacdo, pois diminui 0 custo com o0 ovo para
producdo em 95%, ja que o custo anual passaria em média de R$102.000,00 para
R$5.000,00.

Palavras-chave: Tuberculose; Ovo; Lowenstein-Jensen e Teste de Sensibilidade.



ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease transmitted from person to person, considered
a serious public health problem worldwide. It is caused by the bacterium
Mycobacterium tuberculosis, affecting mainly the lungs. The definite diagnostics of
TB is make by identification of Mycobacteria present in a biological sample, by the
culture exam, considered the gold-standard, because provides high sensibility and
specificity for detection of pulmonary and extrapulmonary TB. It is standardized to
use in the formulation of the culture medium, eggs from chicken that did not receive
antibiotics in the feed, with a posture of no more than seven days, and evidence by
certification and traceability of the batches. Currently is used in Funed, for research,
the non-embryonated egg, however there are other types of eggs, such as organic
and rustic which are also submitted to the required requirements. The objective of
this work was compare the performance of the Lowenstein-Jensen solid culture
medium, using in its formulation three different types of eggs: the rustic egg, the non-
embryonated egg, intended for research, and the organic egg. Comparatives tests of
the medium performance were carried out with these eggs, ensuring, in this way, that
an exchange would not influence in the performance of the culture medium. Being
carried out performance analysis of visual control , sterility, pH and Sensibility test by
the method of Indirect Proportions to the drugs Streptomycin, Isoniazid, Rifampin and
Ethambutol with inoculation of strains with known and standardized sensibility and
resistance profiles. After the analysis of all the carried out tests, was verified that the
three batches presented satisfactory results in the analysis of visual control, pH
range, sterility test, and sensibility test, in relation to the established criteria, besides
showing identical performance in the Test of Sensibility, however the ease of
warranty of certification and traceability is greater for the organic egg compared to
the rustic egg. Thus, it is possible to conclude that the LJ culture medium produced
with the organic egg it is submitted to the quality criteria required, traceability of the
entire batch, besides making the commercialization viable because it decreases the
cost with the egg for production in 95%, since the annual cost could pass average R$
102.000,00 .00 to R$ 5.000,00.

Key-words: Tuberculosis; Egg; Lowenstein-Jensen and sensibility test.
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1. INTRODUCAO

A Tuberculose — (TB) € uma doenca infecciosa, transmitida de pessoa para pessoa,
considerada um grave problema de satide plblica mundial. E causada pela bactéria
Mycobacterium tuberculosis, acometendo principalmente os pulmdes, podendo

afetar outras partes do organismo (WHO, 2016).

Pessoas que foram infectadas com o bacilo da tuberculose apresentam uma chance
de 10% de desenvolver a doencga, no entanto pessoas imunodeprimidas como, por
exemplo, as portadoras do Human Imunodeficiency Virus (HIV), com diabetes,
desnutridas e fumantes, apresentam um risco muito maior de evolucdo da
enfermidade (WHO, 2016).

A Tuberculose é uma das 10 principais causas de mortalidade do mundo. Segundo
dados divulgados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) 10,4 milhdes de
pessoas desenvolveram tuberculose em 2015 e 1,8 milhdes foram a 6bito devido a
esta doenca, sendo que destas 0,4 milhdes eram HIV positivas. Estima-se que no
ano de 2015, cerca de 48.000 pessoas desenvolveram tuberculose multirresistente.
No entanto, foi registrado que entre 2000 e 2015 foram curadas em torno de 49
milhdes de pessoas, isso se deve principalmente a um servico melhor de diagndstico
e tratamento correto (WHO, 2016).

No Brasil foram notificados em 2015 cerca de 81.000 casos de tuberculose e uma
cobertura de tratamento estimada em 87% (WHO, 2016). De acordo com dados
epidemioldgicos parciais divulgados pela Secretaria Estadual de Saude (2016), no
ano de 2015, o Estado de Minas Gerais notificou cerca de 4.039 doentes, e 212
Obitos, sendo que um terco de todos os casos do estado estdo concentrados na
regido metropolitana de Belo Horizonte. Dados preocupantes mostram uma alta taxa
de abandono do tratamento em 2014, aproximadamente 10,6%. Sendo, portanto, um

dos grandes desafios para o controle da tuberculose (SES, 2016).

O diagnéstico definitivo de (TB) se da pela identificacdo das micobactérias presentes

em uma amostra biolégica através da baciloscopia, da cultura ou de métodos
9



moleculares. O exame de cultura € de grande importancia, ja que permite o
isolamento dos bacilos &cido-alcool resistentes — (BAAR) de amostras clinicas em
meio especificos. E considerado o exame padrdo-ouro, pois proporciona alta
sensibilidade e especificidade para a deteccdo de TB pulmonar e extrapulmonar. E
de grande importancia também a realizacdo do teste de sensibilidade da
micobactéria isolada na cultura, diante de farmacos de esquemas terapéuticos
meédicos padronizados pelo Ministério da Saude para tratamento da tuberculose.
Para tanto, na grande maioria dos Laboratérios Centrais - LACEN’s do Brasil é
padronizado a utilizagdo do meio de cultura Lowenstein-Jensen (LJ), sem e com

adicdo de farmacos utilizados no tratamento da TB. (BRASIL, 2008)

A Fundacao Ezequiel Dias — (FUNED) é um 6rgdo do sistema estadual de saude e
foi fundada em 03 de agosto de 1907, tem por objetivo promover a saude publica
através da realizacdo de pesquisas de desenvolvimento cientifico e tecnolégico no
campo da saude bem como na realizacdo de analises laboratoriais voltadas para a
saude coletiva. A Diretoria do Instituto Octavio Magalhdes (DIOM) tem por obrigacdo
como LACEN-MG, planejar, dirigir, executar e avaliar as atividades epidemioldgicas
entre outras, participando dos processos de investigacao, diagnostico e realizando a

notificacdo de doencgas compulsoria; entre estas a tuberculose.

A Divisdo de Higienizacdo e Producdo de Meio de Cultura — (DHPMC), localizada
nas dependéncias da FUNED, tem como uma de suas varias func¢fes, fornecer
meios de cultura para as Divisbes de Vigilancia Sanitaria, Epidemioldgica, Controle
de doencas e demais laboratérios da instituicdo. Entre esses meios de cultura, é
produzido o LJ, que por sua vez é entregue ao Servico de Doencas Bacteriologicas
e Fungicas (SDBF) e o meio de cultura Ogawa-Kudoh (OK), que € fornecido as
regionais de MG, para inoculacdo das amostras na realizacdo de cultivo para

micobactérias.

Anualmente sao produzidos na DHPMC, cerca 24.000 tubos de meios de cultura
utilizados no diagnostico de TB, o que corresponde a um gasto médio de

R$101.500,00 apenas com o ovo utilizado na formulacéo deste meio.

10



A producao destes meios de cultura tem se tornado cada vez mais caras por ser
padronizada a utilizagdo de ovos provenientes de galinha que nao receberam
antibiotico na alimentacdo, com postura de no maximo sete dias, sendo necessaria

comprovacao por certificacdo e rastreabilidade dos lotes (BRASIL, 2011).

Atualmente a DHPMC utiliza ovo ndo embrionado destinado a pesquisa, no entanto,
existem no mercado outros tipos de ovos com custo muito inferior, cerca de dezoito
vezes, que segundo classificacdo de seus produtores, também apresentam
caracteristicas que atendem aos requisitos exigidos para a producdo dos meios de
cultura utilizados no diagnéstico de tuberculose. Podemos citar o0 ovo orgéanico e o
ovo caipira. Por tanto objetivo deste trabalho foi, realizar testes comparativos de
desempenho do meio com estes diferentes ovos em sua formulagao, garantindo
assim que a troca do ovo nao influenciara na eficiéncia e sensibilidade do meio de

cultura e proporcionando uma reducdo dos custos.

11



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Historicos da Tuberculose
A tuberculose € uma enfermidade de origem milenar, tendo como principal agente

etiologico o Mycobacterium tuberculosis.

Apesar de ter sido descrita pela primeira vez na india, a tuberculose pulmonar é
relatada desde o tempo de Hipécrates como tisico, que em grego significa definhar
(DUCATI, 2006). Nos séculos XIV e XV, os médicos comecaram a demonstrar a
possibilidade de contagio entre pessoas, entretanto, soube-se muito pouco da
doenca até o século XVI (DANIEL, 2006). A partir dos séculos XVII e XVIII, a
tuberculose passa a ser mais bem compreendida e recebe seu nome atual
(ROBESTS; BUIKSTRA, 2005). A tuberculose foi a principal causa de morte até o
final do século XIX e inicio do século XX (DUCATI, 2006). A melhoria da qualidade
de vida em alguns paises, no século XX, a inicia¢cdo do tratamento com antibiéticos
na década de quarenta e em paralelo a insercdo de politicas de saude para o
controle, foram determinantes para a queda na mortalidade pela doenca
(CARVALHO, 2011).

Acredita-se que a tuberculose foi introduzida no Brasil por missionarios jesuitas e
portugueses, desde a chegada destes em 1500 (DUCATI, 2006). A epidemia de TB
no Brasil tornou-se realidade em grande parte das cidades, sendo conhecida como
“a praga dos pobres”, devido a relacdo estabelecida com auséncia de higiene
adequada, alimentacdo deficiente e moradias insalubres, condi¢cdes observadas nas
populacdes mais acometidas (SHEPPARD, 2001).

Foram implantadas importantes politicas Nacionais no controle da Tuberculose no
Brasil, como a Inspetoria de Profilaxia da Tuberculose (1920), vacina BCG, iniciada
em 1927, o Servico Nacional de Tuberculose (1940), e a Campanha Nacional Contra
a Tuberculose (1946).

12



Foi criado em 1999, o Plano Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT), com o
objetivo de ampliar as a¢des de controle em todo o territério nacional, em 2001 as
acOes do PNCT, tornaram-se competéncia da atencdo basica, sendo que em 2006
foi incluida como estratégia do Plano Nacional de Atencdo Bésica, sendo definidos

indicadores que devem ser monitorados e avaliados (SCATENA, 2009).

Foi aprovado em 2014 na Assembléia Mundial de Saude, a Estratégia pelo fim da
Tuberculose, que tem como objetivo o “fim da epidemia global da tuberculose”, para
tanto foram definidas metas para alcancar este objetivo até o ano de 2035, tais
como: reduzir o numero de Obitos pela tuberculose em até 95%, e reduzir o
coeficiente de incidéncia para menos de 10 casos por 100 mil habitantes. Para o
alcance destas metas é importante a participacdo efetiva dos profissionais de saude,

gestores e sociedade civil (MS, 2014).

2.2 Micobactérias
As micobactérias pertencem a ordem Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e

se reunem em um Unico género denominado Mycobacterium. Este género é
composto até o momento por 127 espécies e 11 subespécies. E constituido por
espécies do complexo M. tuberculosis; M. leprae entre outras denominadas
micobactérias ndo causadoras da tuberculose (MNT) (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2013).

O complexo M. tuberculosis € composto pelas espécies M. bovis, que causa doenca
em bovinos, M. microti patogénica para roedores, M. tuberculosis principal agente da
tuberculose humana, no homem e em varios outros mamiferos. Além destes também
€ conhecido o M. africanum, agente etiolégico da TB humana que ocorre em maior
frequéncia na Africa (DUCATI, 2006).

Mycobacterium tuberculosis € um bacilo ndo flagelado, ndo formador de esporos e
n&o produtor de toxinas (DUCATI, 2006). E aerdbio restrito e alcool-acido resistente,
caracteristica importante durante o diagnéstico. Este microrganismo € de
crescimento lento, com periodo de geracao del6-20 horas que varia de acordo com
pH, nutrientes e oxigénio disponivel (Brasil, 2004).

13



2.3 Transmisséao
A tuberculose € uma doenca transmitida de pessoa para pessoa. A principal forma

de transmisséo ocorre através de particulas infectantes. As particulas liberadas por
um paciente doente sao exaladas dos pulmdes infectados para o ar, podendo
permanecer em suspensdo durante horas, fazendo com que esta seja uma
altamente contagiosa (DUCATI, 2006).

A transmisséo é facilitada em ambientes com grande aglomeracdo humana, pouco
arejada e que permitam maior tempo de contato com paciente bacilifero (BRASIL,
2011).

A doenca apresenta evolugdo crbnica e sua forma clinica é caracterizada,
principalmente, pelo comprometimento dos pulmdes, podendo atingir outros 6rgéos
ou ocorrer de forma disseminada. A TB pulmonar € a mais frequente e mais
importante para a saude publica, pois € a forma que produz as particulas infectantes

responsaveis pela transmissédo da doenga (BRASIL, 2011).

A coinfeccdo TB/HIV é significante e de grande impacto, pois € responsavel pelo
aumento da incidéncia, da prevaléncia e da mortalidade por TB, principalmente no
continente africano, onde ocorre um tergo dos casos de TB. Na coinfecgcdo TB/HIV
ocorre um aumento da viremia plasmatica, acentuando uma imunossupressao,
aumentando o risco de desenvolver a tuberculose, principalmente em estagios mais
elevados. A OMS classificou a TB como uma condicdo definidora de AIDS nos
infectados pelo HIV (BRASIL, 2011).

2.4 Diagnostico

Realizar o diagnéstico de um paciente tuberculoso, principalmente um bacilifero
(paciente que pode liberar bacilos no ambiente), tratd-lo de maneira adequada e
cura-lo € uma forma de eliminar uma fonte de infeccdo, assim quebrando uma
cadeia de transmissao (DE LOUREIRO MAIOR, 2012).

Por ser uma doenca infectocontagiosa, apresenta um quadro clinico na maioria das
vezes composto por presenca de febre baixa, geralmente vespertina, indisposicao,

sudorese noturna, perda de peso e insuficiéncia respiratoria (DUCATI, 2006).

14



O diagndstico é composto por exames radiolégicos, bacteriol6gicos, imunoldgicos e
histopatologicos. Iremos destacar neste trabalho a cultura de micobactérias, que
pode ser realizada na rotina dos laboratérios, e sera objeto do nosso estudo
(GUERRA, 2008).

2.4.1 Baciloscopia
E um método simples de ser executado, rapido e seguro, sendo assim, deve ser

realizado por todo laboratorio publico de saude e pelos laboratérios privados que
forem tecnicamente habilitados (FERREIRA, 2005). A técnica mais utilizada para a
pesquisa do BAAR ¢é feita pelo método de coloracao de Ziehl-Neelsen, esta permite
visualizar micobactérias mais facilmente em comparacdo a métodos de coloracdo
tradicionais. E um método de baixa sensibilidade, mas que se executado de forma
correta, a baciloscopia do escarro, permite detectar de 60% a 80% dos casos de
tuberculose pulmonar (GUERRA, 2008).

A forma preconizada para um procedimento correto é a coleta do escarro em duas
amostras, sendo a primeira no momento em que O paciente procurar 0 Servico
médico e a segunda no dia seguinte, logo apdés o paciente acordar, pois esta
segunda amostra é composta da secrecdo acumulada na arvore brénquica durante
toda a noite, por isso em geral apresenta um maior nimero de bacilos, o que

aumenta as chances da deteccao dos bacilos (BRASIL, 2008).

2.4.2 Cultura para micobactéria, identificagdo e teste de sensibilidade
A cultura é o método de referéncia, considerado padrdo ouro no diagndstico da

tuberculose, pois apresenta sensibilidade de 70 a 90% e especificidade de 90%
(BICA, 2003).

No método classico realiza-se semeadura da amostra em meios de cultura sélidos.
Os mais utilizados sdo os meios feitos a base de ovo, como o Lowensten-Jensen
(LJ) e o Ogawa-Kudoh (ANVISA, 2013).

Estes meios além da alta taxa de sensibilidade e especificidade apresentam também
a vantagem de ter um custo e um indice de contaminagdo menor. Este método
permite uma leitura quantitativa, porém o tempo de deteccdo do crescimento
bacteriano que varia de duas a trés semanas. (BENTO, 2011).
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Para realizac@o do teste de sensibilidade os laboratérios do pais utilizam o método
das propor¢des em meio solido LJ com adicdo de antimicrobianos, que obtém seu
resultado apés 42 dias de incubacdo. Também séo realizados os métodos que
utilizam o meio liquido, que conseguem resultado apos 5 a 13 dias. Os farmacos
testados, em geral, sdo Estreptomicina, Isoniazida, Rifampicina, Etambutol e
Pirazinamida (BRASIL, 2011).

Os meios a base de agar também podem ser utilizados, no entanto sédo de dificil
preparo e apresentam um custo maior. Podemos citar como exemplo o Middlebrook
7H10 e 0 7H11 (CAMPOS, 2006).

Existem também os meios liquidos como o Herman Kirchner, 7H9 E 7H12 de
Middlebrook. S&o meios mais enriquecidos que os sdlidos, sendo assim sao
indicados para analises de amostras paucibacilares, como sangue, LCR e
macerados de tecidos. Estes meios sdo utilizados no esquema de isolamento
primario de micobactérias e também no subcultivo e armazenamento de linhagens
em freezer (BRASIL, 2008).

Acompanhando o0 avanco tecnolégico, varios métodos automatizados foram
desenvolvidos, como o BATEC 460 System, o Middlebrook 7H9 e o BATEC 960 —
MGIT (BRASIL, 2008).

O sistema MGIT permite a deteccdo do consumo de oxigénio pelas micobactérias
pela deteccdo de emissdo de fluorescéncia emitida pelo ruténio, que também esta

presente nos tubos de ensaio contendo meio liquido (BRASIL, 2008).

2.5 Tratamento
A tuberculose atualmente é uma doenca tratdvel com possibilidade de cura.

(SEISCENTO, 1997). Para tanto, se faz necessario seguir os principios basicos da
terapia medicamentosa (associacdo medicamentosa adequada, doses corretas e
uso por tempo suficiente) e a adequada operacionalizacdo do tratamento. Além
destes principios, é essencial a realizacdo do Tratamento Diretamente Observado
(TDO) da tuberculose, que consiste na ingestdo diaria dos medicamentos da

tuberculose pelo paciente sob a observacdo de um profissional da equipe, visando o
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aumento da adesdo ao tratamento e as taxas de cura (FRIEDEN, 2007).

O tratamento da TB se d& principalmente pelo esquema basico que utiliza a
Rifampicina, Isoniazida, Etambutol e Pirazinamida por um periodo minimo de seis
meses (BRASIL, 2008).

Para 0s casos novos que iniciam o tratamento € precomizado a administracdo por
dois meses dos farmacos Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida, e Etambutol por um

periodo minimo de seis meses (BRASIL, 2008).

Em casos de reacfes adversas aos farmacos ou identificacdo de resisténcia, sdo
entdo administrados farmacos de segunda linha como Fluoroquinolonas, Amicacina
e Etionamida entre outros, e o tempo de tratamento € prolongado para até 24 meses
dependendo do critério médico e protocolos do PNCT (BRASIL, 2008).

O fracasso no tratamento pode estar relacionado a inumeros fatores como a
irregularidade no uso das drogas, associagao incorreta destas, a imunodeficiéncia e
outros fatores que também influenciam na eficiéncia terapéutica como, diabetes,
silicose, gastrectomia, fatores psicoemocionais e socioecondmicos. (SEISCENTO,
1997).

Um tratamento correto e iniciado no periodo adequado aumenta em grandes
propor¢cdes as chances de cura, além de diminuir os casos baciliferos responsaveis
pela disseminacdo da doenca, assim favorecendo a saude publica do pais
(MENDES, 2004).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral
Comparar o desempenho do meio de cultura sélido Lowenstein-Jensen, utilizando

em sua formulacéo trés diferentes tipos de ovos. O ovo caipira, ovo nao embrionado

destinado a pesquisa e ovo organico.

3.2 Objetivos Especificos

Produzir 5 Kits do meio de cultura Lowenstein-Jensen, com cada tipo de ovo
para realizacdo dos testes de desempenho;

Realizar teste de sensibilidade frente aos farmacos considerados de primeira
escolha no tratamento da tuberculose pelo método automatizado (MGIT), com
cinco linhagens de diferentes perfis de resisténcia, de um painel de
proficiéncia nacional;

Realizar Teste de Sensibilidade pelo Método das Proporcdes Indireto
utilizando os Kits produzidos com os trés diferentes tipos de ovos em andlise,
com inoculacdo das mesmas cinco linhagens testadas pelo método
automatizado;

Fazer andlise comparativa dos resultados obtidos;

Verificar se o desempenho do meio de cultura LJ sofreu interferéncia da

alteracéo do tipo de ovo utilizado na formulacéo.
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4 METODOLOGIA
Foi realizada uma comparacédo do desempenho do meio de cultura LJ (com e sem
adicdo de antimicrobianos), apds ser incorporado um tipo de ovo em cada base.

Foram testados o0 ovo caipira, 0 0v0 organico e o ovo nao embrionado.

O ovo caipira : Preco R$ 1,32 em média a unidade. Estes ovos séo caracterizados
pelo menor tamanho em relacdo aos brancos ou vermelhos de granja, e por
apresentarem diversas coloracbes de casca, exceto a branca. Apresentam gema
mais pigmentada, qualidade que se deve ao fato de as galinhas caipiras serem
criadas a solta, e, portanto, ingerirem alimentos naturais ricos em carotenoides
(DAROLT, 2011). As galinhas sao totalmente saudaveis ndo recebem qualquer tipo
de antibiético. S&o criadas seguindo os preceitos das 5 liberdades das galinhas (Ser
livres de medo e estresse; Ser livres de fome e sede; Ser livres de desconforto; Ser
livres de dor e doencas; Ter liberdade para expressar seu comportamento natural),
(SOUZA, 1995).

O ovo orgéanico: Preco R$ 1,49 em média a unidade. Para ser considerado
organico, o ovo deve ser certificado segundo a Instrugdo Normativa 64 de
18/12/2008 que é a regulamentacdo brasileira em vigor para esta finalidade. Este
certificado é emitido por uma agéncia certificadora terceirizada, que segue
parametros ditados pelo Ministério da Agricultura. A producao organica animal deve
seguir os principios de bem-estar animal durante todo o processo produtivo,
ofertando alimentacéo nutritiva e saudavel em quantidade e qualidade. A agua deve
ser isenta de agentes quimicos e bioldgicos, e é proibida debicagem (corte de uma
parte do bico) das aves, devendo-se garantir também 8 horas por dia no escuro,

entre outras.

Séo consideradas boas praticas da producéo de ovos organicos:

Acdes de preservacdo da saude animal, isso inclui o fornecimento de alojamento
adequado, condicbes de pastagens e praticas de saneamento para minimizar a
ocorréncia e a propagacdo de doencas e parasitas, oferta de condi¢cbes que
permitam o exercicio, a liberdade de circulagcéo e reducédo do estresse causado pelo

acumulo de animais no mesmo local, necessitando para isto acesso ao ar livre,
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sombra, abrigo, areas de exercicio e luz solar direta adequado a espécie, a sua fase

de producgéo, o clima e o0 meio ambiente.

Séo proibidos pelos padrbes organicos, entre outros a utilizacdo de hormoénios de
crescimento e antimicrobianos, uso da engenharia genética (transgenia) e uso de
pesticidas toxicos e persistentes (BRASIL MINISTERIO DA AGRICULTURA,2008).

O ovo ndo embrionado destinado a pesquisa: Preco R$ 27,00 a unidade. S&o
ovos nao férteis, ndo incubaveis, de cor branca e casca rigida, tamanho grande,
pesando pelo menos 55 gramas por unidade, isentos de sujidade, fungos e
substancias téxicas, com no maximo uma semana de postura, € com no minimo 04
centimetros de em seu maior didmetro. As aves ndo recebem nenhum tratamento a
base antibiotico ou qualquer outro antimicrobiano, bem como horménios de qualquer
espécie e promotores de crescimento, sendo submetidas a andlise microbiolégica
semestralmente. E realizado também, controle fisico-quimico e microbiologico da
agua fornecida as aves. Os ovos sdo colhidos, selecionados, classificados e
higienizados unitariamente utilizando-se solucdo especifica de higienizacao,
armazenados em temperatura e umidade controladas adequadas a conservacdo do
produto até o momento do uso (CERTIFICADO GRANJA TOLOMEI, 2016).

Para realizacdo do teste, produzido um lote, composto por 5 Kits de LJ, com cada
tipo de ovo citado acima. Cada Kit foi composto por 14 tubos, sendo eles, 6 tubos de
LJ sem droga, 2 tubos de LJ com Rifampicina, 2 tubos de LJ com Isoniazida, 2 tubos
de LJ com Etambutol e dois tubos de LJ com Estreptomicina. Foram utilizados os
mesmos equipamentos e todas as etapas foram realizadas pela mesma equipe, 0
gue permite que os resultados de performances divergentes ocorram apenas devido

a diferenca entre os ovos.

Todos os lotes foram submetidos ao controle visual, teste de esterilidade e
promocado de crescimento. Na etapa referente ao controle visual foram verificados
parametros como, cor, volume, tamanho da base e do bisel, consisténcia do meio,
presenca de bolhas, sujidades e precipitado e aspecto da embalagem primaria

(tampa e tubos integros).
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O teste de esterilidade foi realizado para garantir gue os meios de cultura produzidos
nao apresentassem contaminagao por nenhum microrganismo sendo, portanto, um
meio estéril. O teste de promocédo de crescimento foi realizado com 5 linhagens
diferentes de micobactérias nas diluicbes 103, 10° e 10% conforme Manual

Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias, 2008.

Os farmacos foram adicionadas ao meio de cultura para verificar se amostra

apresenta resisténcia aos antimicrobianos usados no tratamento da TB. As

solucdes dos farmacos foram produzidas nas seguintes concentra¢des. Quadro 1:

Quadro 1: Farmacos utilizados na producéo dos kits de Lowenstein Jensen.

Concentragdo | Quantidade Concentragao
Solucédo mae . da droga na adicionada final de droga
(10.000 g/mL) Diluente altima em 200 mL de no meio
diluicdo meio (mg/mL)
INH Agua 100 0,4 0,2
destilada
esteril
RMP Etilenoglicol 10.000 0,8 40
ou N,N-
dimetilforma
mida
EMB Agua 1.000 0,4 2
destilada
esteril
SM Agua 10.000 5 500
destilada
esteril

Legenda: INH: isoniazida; RMP: rifampicina; EMB: etambutol; SM: estreptomicina

Conforme citado anteriormente, foi produzido um lote de cada tipo de ovo, sendo

testado, portanto, 0 ovo caipira, 0 0VO organico e o ovo ndo embrionado.
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4.1 Processo de Producao:
Os lotes para o estudo de comparacao foram produzidos em trés dias, sendo que no

primeiro dia foi produzido um lote de LJ com o ovo ndo embrionado, no segundo dia
um lote de LJ com o ovo caipira e no terceiro dia foi produzido um lote de LJ com o

OVO organico.

A producéo destes lotes de LJ foi programada e realizada de forma que em todos os
lotes fossem utilizados os mesmos equipamentos, 0S mesmos insumos (exceto 0s
ovos), e 0 processo fosse realizado pela mesma equipe técnica, para garantir que
qualquer diferenca na qualidade e desempenho do meio seja apenas devido as
diferentes propriedades dos ovos utilizados em cada lote, sem interferéncia de

qualquer outro fator.

Todos os lotes foram produzidos segundo o procedimento Producdo do Lowenstein
Jensen DIOM-UHPMC-MET 0002, como descrito abaixo.

e Primeiramente a base de Lowenstein Jensen foi pesada.
e Posteriormente houve a hidratacdo do meio de cultura sendo que esta

ocorreu lentamente sempre com homogeneizagao constante (Figura 1).

Figura 1. Homogeneizacdo ap0s etapa de hidratacao.
Fonte: acervo pessoal
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Em seguida o meio de cultura foi aquecido. Durante este processo o balao foi
agitado frequentemente até a dissolugcédo do agar. Nao permitindo que o meio

entrasse em fervura.

ApOs esta etapa, foi realiza a esterilizacdo, onde o baldo contendo o meio de
cultura ja hidratado e homogeneizado foi inserido na autoclave no ciclo, a

temperatura de 121°C durante 15 minutos (Figua 2).

Fonte: acervo pessoal

Figura 2: Etapa de esterilizacdo da base do meio de cultura Lowenstein Jensen.

Em paralelo foi preparada a emulsdo de ovos. Para isso foram selecionados
previamente cerca de 25 ovos (sem rachaduras, trincas e de casca integra),
lavou-se com bucha, dgua e sabdo e em seguida submergidos em &lcool
desinfetante por 15 minutos. ApGs este tempo, 0os ovos foram secos com gaze
estéril, e em um fluxo laminar quebrados um a um, separadamente, em um
frasco estéril. Em seguida foram transferidos para um saco de stomacher e

inserido no homogeneizador por aproximadamente 3 minutos (Figura 3).
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Figura 3: Preparagéo da emulséo de ovos

Fonte: acervo pessoal

Antes de se adicionar o homogeneizado de ovos a base de LJ esterilizada, esse foi
peneirado e o volume aferido. Os ovos foram adicionados, no fluxo laminar ao balédo
contendo a base, em seguida mantidos em agitacdo suave para evitar a formacéao
de bolhas.

e O meio homogeneizado foi transferido para o marriott estéril e distribuido,
assepticamente, o volume de 10 mL para cada tubo estéril. Os tubos foram
tampados (meia rosca) e levados para o sorocoagulador, para a etapa de

coagulacao do meio.

e No sorocoagulador, os tubos foram inclinados e a temperatura para
cozimento permaneceu na faixa de 78 a 85°C por aproximadamente 30 a 45

minutos. A coagulacao é para solidificar o meio de cultura (Figura 4).
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Figura 4: Etapa de coagulagédo do meio de cultura LJ.

Fonte: acervo pessoal

e ApOs a consisténcia ideal do meio ser atingida, os tubos permaneceram 12/24
horas em temperatura ambiente com as tampas afrouxadas, para eliminar a

agua de condensacao;

e Ao término deste periodo, retirou-se os tubos das grades e as tampas foram

fechadas completamente.

4.2 Preparacdo dos Kits para andlise de desempenho
Primeiramente todos os tubos produzidos em cada lote passaram por inspecao

visual, onde foram verificados os seguintes parametros:

Cor: Observou-se se todo o lote apresentou coloracdo homogénea, pois caso néo
ocorra infere-se que a etapa de homogeneizacdo nao foi completa durante a
preparacdo do meio de cultura. Uma coloragdo mais clara pode ocorrer devido a
uma alcalinidade do meio, menor concentracéo do verde de malaquita ou residuo de
detergente no tubo. Uma coloracdo mais escura pode indicar acidez do meio ou

maior concentracdo do verde de malaquita.

Volume e inclinagdo: Foi verificado se apds etapa de coagulacdo os tubos

apresentavam 1 cm na parte inferior preenchido com o meio e o restante distribuido
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em bisel, permitindo um espaco suficiente para uma boa leitura visual, terminando a

uma de distancia de 2 cm da rosca.

Consisténcia do meio: Foi observado se em todos os tubos, o meio de cultura
estava firme e aderido a parede do tubo de forma que ndo se rompa no momento da

semeadura.

Foram visualizados também aspectos como presenca de bolhas, sujidades e

precipitado e aspecto da embalagem primaria (tampa e tubos integros).

ApoOs inspecado os tubos foram identificados por etiqgueta com a numeracao do lote
gerado na ficha de producdo e separados de forma a compor cinco Kits, contendo
14 tubos, sendo eles; 6 tubos de LJ sem droga, 2 tubos de LJ com Rifampicina, 2
tubos de LJ com Isoniazida, 2 tubos de LJ com Etambutol e dois tubos de LJ com
Estreptomicina. Em seguida os Kits receberam uma codificacdo de acordo com o
ovo que foi utilizado na formulagdo, para que o técnico que realizar os testes de
controle de qualidade ndo saiba de qual ovo se trata, e assim nao ocorra influéncia.
Sendo assim os Kits produzidos com ovos ndo embrionados foram codificados como
X1, os Kits produzidos com ovos caipiras foram identificados com Y1, e os Kits

produzidos com ovos orgéanicos Z1 (Figura 5).

Figura 5: Kit de Lowenstein-Jensen pronto

Fonte: acervo pessoal
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4.3 Testes do Controle de qualidade:

e Verificacdo do pH:
Foi medido o pH de uma amostra de cada lote de LJ sem droga produzido. Para
tanto foi utilizado pHmétro calibrado e verificado com solugfes padréo. O critério de

aceitacado para pH do meio de cultura LJ sem droga é 7,1 +0,3.

e Teste de Esterilidade:
Para realizacdo deste teste um Kit de cada lote foi incubado durante 48 horas em
estufa bacterioldgica, com temperatura controlada na faixa de 32,5 + 2 °C. Verificado
que ndo houve crescimento microbiano durante este periodo, esta amostra foi
retirada da estufa e em seguida permaneceu em temperatura ambiente por mais 14
dias. Este procedimento se deve ao fato de que bactérias e fungos possuem faixas
de temperatura diferentes para crescimento 6timo, podendo demorar até 14 dias

para apresentar modificacdes visiveis no meio de cultura.

4.4 Teste de Sensibilidade (TS)
Para realizar os Testes de Sensibilidade, foram utilizadas cinco linhagens de

diferentes perfis de resisténcia, pertencentes a um painel de proficiéncia nacional.
Este perfil conhecido serd comparado com os resultados obtidos nos testes de
sensibilidade realizados pelo método automatizado e pelo método das propor¢cdes
indireto utilizando LJ produzido com os trés diferentes tipos de ovos para
determinacdo do desempenho.

Para realizagéo dos testes de sensibilidade, foi inicialmente realizado um subcultivo
de cada linhagem de micobactéria previamente selecionada, em tubos do meio de

cultura LJ sem droga, com o objetivo de aumentar a massa bacteriana.

A partir das colbnias destes tubos, serdo realizadas diluicdes de acordo com a
metodologia de cada Teste de Sensibilidade, conforme registrado nas descricoes

abaixo.
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4.4.1 Teste de Sensibilidade pelo Método das Proporg¢des Indireto Utilizando LJ

e Execucao do Teste
Para execucao do teste foram utilizadas colénias de micobactérias observadas nos

tubos de LJ sem droga, conforme descrito anteriormente.

Cada linhagem selecionada, foi transferida com o auxilio de um palito de madeira (o
maior numero de colbnias possivel), para um tubo de ensaio, previamente
identificado, com pérolas e com aproximadamente 1 mL de agua destilada. Em
seguida cada tubo foi homogeneizado em agitador de tubos por cerca de 30
segundos, e logo apés, colocado em repouso por dez minutos.

A partir da suspensao foram efetuadas as sucessivas diluicbes decimais até a

diluicdo 10® de cada linhagem.

Foram identificados tubos com pérolas para a realizacdo da suspensao das cepas

anteriormente selecionadas, e tubos de ensaio para as diluicées de 101 a 10.

Cada lote de LJ produzido continha 5 kits para realizacdo do teste, sendo que cada

Kit foi utilizado para um tipo de linhagem diferente.

Cada tubo do Kit foi identificado com o numero da diluicdo que seria inoculado, o
ndamero da linhagem, e o niumero do lote do meio de cultura com a determinada

codificagéo.

Em seguida 0,1 mL das diluicdes 103, 10° e 10° referentes a cada cepa foram
inoculadas nos tubos de LJ previamente identificados, da seguinte forma:

- 0,1 mL da diluicdo 10 em dois tubos de LJ sem droga;

- 0,1 mL da diluicdo 102 em dois tubos de LJ sem droga, e em cada tubo contendo

droga,;

- 0,1 mL da diluicdo 10> em dois tubos de LJ sem droga e em cada tubo contendo

droga.

Apés a inoculacdo das cepas em seus respectivos kits previamente identificados, os

tubos foram acondicionados fechados com semi-rosca por sete dias em posigcéo
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inclinado em estufa bacteriolégica a 35 + 2 °C. Em seguida foram totalmente

fechados e colocados em posigao vertical.

Leitura e interpretacédo do Teste de Sensibilidade em meio LJ:

A primeira leitura de crescimento das micobactérias foi realizada apés 28 dias da

data de inoculacé&o no meio, e a leitura final apds 42 dias.

A leitura dos tubos semeados foi realizada em bancada bem iluminada.

Para interpretacdo do TS observou-se para cada Kit testado as seguintes condicdes:

1.

Crescimento maior que 100 UFC no tubo de LJ sem droga (tubo controle),
onde foi inoculado a diluicdo 103, pois permite detectar mutantes resistentes
gue possam estar em menor porcentagem (cerca de 1%) entre os bacilos
inoculados.

Observou- se no tubo de LJ sem droga (controle), onde foi inoculada a
diluicdo 10°, se apresentou colonias separadas e contaveis. Condigdo
importante para a determinacdo da propor¢cdo quando se verifica a presenca
de colbnias resistentes.

Foi verificado se existia uma boa correlacdo entre o numero de colbnias
desenvolvidas em cada um dos tubos de meio de cultura inoculados com as
suspencdes das linhagens e o fator de diluicdo aplicado, assim validando as

quantificacdes que foram realizadas.

Em seguida, foi calculada a média do numero de unidades formadoras de

colénias entre os tubos de mesma diluicdo inoculados no tubo controle (LJ sem

droga).

Apos isso, quantificou-se o numero de UFC nos tubos de LJ contendo cada uma

das drogas.

Por fim, foi calculada a porcentagem de UFC identificada na presenca de cada

droga, em relacdo a media de UFC registrados dos tubos controle. Conforme

férmula abaixo:

N° de colbénias no tubo com drogas x100 = % de bacilos resitentes

N° de colbnias no tubo controle.
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Apés realizagdo do célculo, foi verificado se a porcentagem encontrada foi superior
ou igual & proporc¢édo critica estabelecida para cada droga para que a linhagem seja

considerada resistente, conforme quadro abaixo:

Quadro 2: Concentracdo critica dos farmacos e propor¢éao utilizada como
critério de classificacdo de resisténcia.

DROGAS CONCENTRACOES (ug/ mL) PROPORCOES(%)
Isoniazida (1) 0,2 1,0
Rifampicina (R) 40,0 1,0
Estreptomicina (S) 4,0 1,0
Etambutol (E) 2,0 1,0

4.4.2 Método automatizado utilizando meio liquido:
As linhagens utilizadas no teste de sensibilidade foram testadas em paralelo pela

técnica automatizada com equipamento MGIT, utilizando agar Middlebrook 7H9
modificado. Esta técnica se baseia ha comparacdo da contagem de coldnias em
meio com ou sem farmacos. Os resultados das analises geralmente estédo

disponiveis em um intervalo de cinco a treze dias de incubacéo.

Neste método é utilizado um tubo indicador de crescimento de micobactérias, de 7
mL, contendo Caldo Middlebrook 7H9 modificado, o qual permite o crescimento e
deteccdo de micobactérias. O tubo de dimensdo de 16 x 100 mm contém um
composto fluorescente embebido em silicone no fundo arredondado. Este composto
fluorescente é inibido pela concentracdo inicial de oxigénio dissolvida no caldo,
inibindo assim a emissdo. Sendo assim, pouca fluorescéncia pode ser detectada
inicialmente. Posteriormente, quando 0s microrganismos se encontram ativamente
em crescimento, consomem 0 oxigénio, permitindo que a fluorescéncia presente no

composto seja emitida.

O equipamento MGIT interpreta automaticamente os resultados, e reporta como

resistente ou susceptivel através da comparacao da fluorescéncia emitida pelo tubo
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controle, sem adigéo de farmacos, e a fluorescéncia emitida pelos tubos contendo os

farmacos.

Para realizacdo dos testes de sensibilidade das linhagens, foram utilizados frascos
liofilizados de cada droga, Estreptomicina, Isoniazida, Rifampicina e Etambutol que
foram resuspendidos e adicionados volumes de 100 ug/mL a cada tubo contendo o
Caldo Middlebrook 7H9. A cada tubo também foi incorporado o suplemento SIRE.
Os tubos utilizados no teste foram previamente identificados de acordo com a

linhagem a ser testada e o farmaco a ser adicionado.

As drogas foram reconstituidas para obtencdo das seguintes concentracdes

conforme Quadro 3:

Quadro 3: Concentracao dos farmacos utilizados

Volume
Concentracao da o
] adicionado ao Concentragao
droga apos tubo MGIT final no tubo MGIT
; ubo ara inal no tubo
Farmaco reconstituicdo P
teste
Estreptomicina 83ug/mL 100 pg/mL 1,0 pg/mL
Isoniazida 83ug/mL 100 pg/mL 0,1 pg/mL
Rifampicina 83ug/mL 100 pg/mL 1,0 pg/mL
Etambutol 415ug/mL 100 pg/mL 5,0 pg/mL

Foram utilizados no teste 5 tubos para cada linhagem, sendo:

- Um o tubo controle que continha apenas os 7 mL do Caldo Middlebrook 7H9, 0,8

mL do suplemento SIRE

- Um tubo contendo 7 mL de Caldo Midllebrook 7H9, 0,8 mL do suplemento SIRE,

100 pg/mL da ressuspensao de Izoniazida

- Um tubo contendo 7 mL de Caldo Midllebrook 7H9, 0,8 mL do suplemento SIRE,

100 pg/mL da ressuspensao de Etambutol
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- Um tubo contendo 7 mL de Caldo Midllebrook 7H9, 0,8 mL do suplemento SIRE,

100 pg/mL da ressuspenséo de Rifampicina

- Um tubo contendo 7 mL de Caldo Midllebrook 7H9, 0,8 mL do suplemento SIRE,

100 pg/mL da ressuspensédo de Estreptomicina

A partir das col6nias de micobactérias observadas nos tubos de LJ sem droga, foi
preparada a suspensao de cada uma das cinco linhagens selecionadas, as quais
foram primeiramente ajustadas na escala 1,0 McFarland, e em seguida foi diluido

1mL desta suspensdo em 3 mL de agua estéril.

ApOs preparacdo da suspensdo de microrganismo inicial de cada linhagem, deve-se
fazer nova diluicdo de 1:100, para isso foi transferido assepticamente 0,1 mL da

suspensao de microrganismo em 10 mL de salina estéril.

Para realizacdo do teste foi pipetado 0,5 mL da suspensdo de cada linhagem de
microrganismo para um tubo controle e um tubo contendo cada farmaco,
previamente identificados. Os tubos foram firmemente tampados e misturados com

inversdes suaves 3 ou 4 vezes.

Em seguida os tubos foram inseridos no equipamento, para incubacdo e leitura

automatica.

Apo6s 13 dias foi retirado o relatorio final, como sera observado nos resultados

observados abaixo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Controle Visual: Todos os tubos produzidos com os diferentes ovos em sua
formulagédo passaram pela etapa de controle visual e foram observados os
seguintes resultados frente aos parametros exigidos:

Cor:

Lote X1 - o ovo ndo embrionado, destinado a pesquisa: apresentou cor verde clara

em todo o lote, exceto os tubos com a droga Rifampicina, devido a cor da droga

(vermelho). Coloragdo homogénea em todo o lote.

Lote Y1 — ovo caipira: apresentou cor verde um pouco mais escura do que o lote X1,

devido a coloracdo da gema do ovo que é mais escura que a dos demais. Coloragéo

homogénea em todo o lote.

Lote Z1 — ovo orgéanico: apresentou cor verde clara em todo o lote, exceto os tubos

com a droga Rifampicina, devido a cor da droga (vermelho). Coloragcdo homogénea

em todo o lote. Semelhante ao lote X1.

Volume e inclinagéo: Foi verificado que os tubos dos trés lotes (X1, Y1 e Z1)
apresentaram tamanho da base e do bisel adequados, permitindo um espaco
suficiente para uma boa leitura visual, terminando a uma de distancia de 2 cm
da rosca.

Consisténcia do meio: Foi observado que todos os tubos dos trés lotes
analisados (X1,Y1 e Z1), os meios de cultura se apresentaram firmes e
aderidos as paredes do tubo de forma que ndo se romperam no momento da
semeadura.

Presenca de bolhas, sujidades e precipitado: Foi observado que todos os

lotes (X1, Y1 e Z1) apresentaram mesma propor¢cdo de pequenas bolhas,
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mas que nao interferem no desempenho do meio. Nenhum lote apresentou
sujidade ou precipitado.

e Verificacdo do pH: Foi medido o pH de uma amostra de cada lote de LJ sem
droga produzido. O critério de aceitacdo para pH do meio de cultura LJ sem
droga € 7,1 £0,3.

Foram registrados os seguintes valores de pH para as amostras de LJ sem droga de

cada lote, conforme Quadro 4.

Quadro 4: Resultado de valores de pH das amostras de cada lote de
Lowenstein-Jensen.

LOTE pH

LJ sem droga lote com ovo nédo 7.14
embrionado destinado a pequisa

LJ sem droga lote com ovo caipira 7,15

LJ sem droga lote com ovo orgéanico 7,18

e Teste de Esterilidade:
Foi incubado um kit de cada lote de LJ produzidos X1, Y1 e Z1, em estufa com
temperatura controlada na faixa de 32,5 £ 2 °C por 48 horas. Foi verificado que néo
houve crescimento microbiano durante este periodo em nenhum dos Kits testados.
Esta amostra foi retirada da estufa e em seguida permaneceu em temperatura
ambiente por mais 14 dias. Apoés leitura, ndo foi observado crescimento de nenhum
microrganismo, assim garantindo a esterilidade dos trés lotes com diferentes ovos

produzidos.

e Leitura do crescimento das linhagens de micobactérias nos tubos de
meios de cultura LJ sem droga:

ApoOs realizacdo do subcultivo das cinco linhagens de micobactérias utilizadas no
teste de sensibilidade, em meio LJ sem droga, foi observado crescimento registrado

abaixo:
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Quadro 5: Perfil de crescimento das cinco linhagens utilizadas nos testes de
sensibilidade.

AMOSTRA | REPIQUE
PAINEL 16 30 DIAS

416 (+)
675 08 UFC
777 07 UFC
853 (+++)
928 (++)

Legenda: S: Estreptomicina; I: Isoniazida;R:Rifampicina; E: Etambutol; R: resistente; S sensivel;

Os critérios para leitura das culturas em meio sélido sdo apresentados na escala

semiquantitativa baixo:

v Menos de 20 colbnias: Registra-se 0 numero de unidades formadoras de
colbnias;

v" De 20 a 100 colbnias: Registra-se como (+);

<\

Mais de 100 coldnias separadas: Registra-se como (++);

v' Colbnias confluentes (tapete): Registra-se como (+++);

e Leitura e interpretacdo do Teste de Sensibilidade em meio LJ ap6s 28
dias
Foi realizada a primeira leitura e interpretacdo do Teste de sensibilidade, apos 28

dias da data de inoculacéo das linhagens nos Kits produzidos para o teste.

Foi observado que os trés lotes apresentaram as condi¢cdes necessarias para a
interpretacdo do teste. Além disso, os trés lotes apresentaram mesmo desempenho
frente as linhagens testadas, pois foi possivel detectar mesmo perfil de sensibilidade

frente as drogas testadas. Estes dados podem ser verificados no Quadro 6 :
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Quadro 2: Resultado do Teste de Sensibilidade ap6s 28 dias de incubacéo dos
lotes de Lowenstein-Jensen com inoculo de Mycobacteria tuberculosis.

Ovo nao

. Ovo caipira Ovo organico MGIT
AMOSTRA | REPIQUE | embrionado
PAINEL16 | 30DIAS | S|(I (R|E|(S| I |R|E|S|I] |R]|E s I R E
28|28|28|28|28 (28|28 |28|28|28|28 |28
416 (+) SIR|S|R|S/R|{S R|S|R|S|R S R S S
675 08 UFC S|IR|S|R|S/R|S| R|S|R|S|R S R 8 R
777 OfUFC |R|S|R|S|R|S|R|S|R|S|R|S R S R S
853 (++4) R(R(R|R(R|R|R|R|IR|R|R|R R R R R
928 (++) S|[S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|s S S S S

Legenda: S: Estreptomicina; |: Isoniazida; R:Rifampicina; E: Etambutol; R: resistente; S sensivel;

Foi realizada a primeira leitura e interpretacdo do Teste de sensibilidade, apds 42

dias da data de inoculacdo das linhagens nos Kits produzidos para o teste. Foi

observado que ndo houve alteracdo dos resultados em relacdo ao registrado apos

28 dias da inoculacéo.

Figura 6:Crescimento de micobactéria linhagem 853 no lote de Lowenstein-Jensen

produzido com ovo organico.

Fonte: acervo pessoal

36



Quadro 3: Resultado do Teste de Sensibilidade ap06s 42 dias de incubacao dos
lotes de Lowenstein-Jensen com inoculo de Mycobacteria tuberculosis.

Ov? nae Ovo caipira Ovo organico MGIT
AMOSTRA | REPIQUE | embrionado
PAINEL16 | 30DIAS | S || |[R(E| S| I |R|E| S| I |R|E s I R E
42 |42 |42 |42 (42|42 |42|42|42| 42|42 42
416 (+) SIR|S|IR|[S|R|S|R|S|R|S|R L] R S S
675 08 UFC S|IR|S|R|S|R|S|R|S|R|S|R E] R L] R
777 OfUFC |[R| S R|S|R|S|  R|8S|R|8|R|S R 8 R ]
853 (+++) R RIR|RIR|IR|R|R|R|R|R|R R R R R
928 (++) $|5|85|85|S5|8|85|8|8|85|8|8 5 S S S

Legenda: S: Estreptomicina; I: Isoniazida;R:Rifampicina; E: Etambutol; R: resistente; S sensivel;

Ap0s analise de todos os testes realizados e registrados acima, foi verificado que os
trés lotes apresentaram resultados satisfatorios na analise de controle visual, faixa
de pH, teste de esterilidade, e teste de sensibilidade, em relacdo aos critérios

estabelecidos, além de demonstrarem desempenho muito semelhante.

Foi observada uma divergéncia entre o resultado obtido pelo método MGIT em
relagdo ao perfil de sensibilidade da linhagem 416 frente ao farmaco Etambutol e o
perfil de sensibilidade ja conhecido por método de biologia molecular desta mesma
linhagem. No entanto, os trés lotes de LJ produzidos com os trés diferentes tipos de
ovos apresentaram resultado idéntico ao perfil de resisténcia previamente

conhecido.

Esta divergéncia pelo método de cultura automatizado pode ter ocorrido devido a
uma maior instabilidade que o Etambutol apresenta no mesmo, além disso, este
apresenta sensibilidade inferior ao método das proporc¢des utilizando meio de cultura
LJ com a adi¢édo de farmacos, considerado padrédo ouro, e neste nao foi evidenciado

nenhuma divergéncia entre os trés lotes produzidos com os diferentes tipos de ovos.

Para um processo de fabricacdo de produtos para saude é de grande relevancia a
utilizacdo de insumos com certificacdo de qualidade e rastreabilidade de lote.
Portanto, apesar de todos os trés lotes produzidos com os diferentes tipos de ovos
apresentarem desempenho satisfatorio, 0 ovo caipira ndo possui certificagdo
adequada dos lotes produzidos que garanta seguranca para sua utilizagdo como
insumo. Apenas 0 0OvO organico e o ovo nao embrionado destinado a pesquisa
possuem certificacdo adequada, conforme descrito na metodologia acima.

37



O preco do ovo ndo embrionado destinado a pesquisa, atualmente utilizado, é em
média dezoito vezes mais caro do que o ovo organico. Sendo assim, ao realizarmos
a substituicdo na formulacdo pelo ovo organico, o custo anual com o ovo para a
producdo dos meios de cultura utilizados no diagndstico da tuberculose, passaria em
média de R$102.000,00 para R$5.000,00.
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6 CONCLUSOES
Os trés lotes produzidos com os diferentes tipos de ovos, ovo organico, ovo caipira e
ovo ndo embrionado destinado a pesquisa, demonstraram grande concordancia em

relacdo aos resultados obtidos.

Todos os lotes apresentaram resultados satisfatorios de acordo com os critérios de

controle de qualidade estabelecidos.

Podemos concluir com os resultados obtidos no teste, que o meio de cultura LJ
produzido com o0 ovo organico, atende a todos os critérios de qualidade exigidos,
rastreabilidade de todo o lote, além de tornar viavel a comercializagéo, pois diminui
drasticamente o custo da producdo. Sendo assim, temos uma economia de 95%,

sem nenhum impacto na qualidade do produto.
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