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RESUM O. Os métodos bacteriol 6gicos sdo extremamente importantes para diagnosticar tuberculose
pulmonar. O meio de cultura mais comumente usado para isolar micobactérias € o L dwenstein-Jensen
(LJ), meio solido a base de ovos. Os ovos precisam sofrer uma limpeza prévia que consiste em escova
los com agua e sabdo, com posterior descontaminacdo por 30 minutos em alcool 70%. O ovo “in
natura’ apresenta dois inconvenientes: esta limpeza, que é demorada e o sistema de compras e
armazenamento, pois os ovos devem ser frescos. Com o propdsito de simplificar este procedimento, este
estudo comparou 0 meio preparado com ovos frescos e com ovos desidratados. Amostras clinicasforam
processadas para cultura e o inoculo foi semeado nos dois tipos de meios. Os resultados das culturas
mostraram que das 150 amostras positivas pela baciloscopia, 123 foram positivas no meio convencional
e 24 foram negativas, enquanto que no meio teste, foram 121 positivas e 26 negativas, mostrando uma
diferenca que ndo foi significativa. ContaminagBes ocorreram igual mente nos dois meios (3 amostras).
Ao comparar-se 0s dois meios a sensibilidade foi de 98% e a especificidade de 100%. Conclui-se que 0
ovo desidratado pode ser umaforma alternativa e vantgjosa, no preparo do meio de L wenstein-Jensen.

PALAVRAS-CHAVE. meio de cultura, L éwenstein-Jensen, tuberculose, ovo desidratado.

INTRODUCAO

Em 1993 a Organiza¢do Mundia de Salide (OMS) de-
clarou a tuberculose uma emergéncia mundial devido ao fato
de ser uma doenga em crescimento progressivo em todo mun-
do e fora de controle nas areas mais pobres do planetal.

1 Laboratério Regional de Sao Josédo Rio Preto—Instituto Adolfo Lutz.
2 Secdo deBacteriologiado Ingtituto Adolfo Lutz.

O método bacteriolégico € o mais importante recurso
para o diagnéstico e controle de tratamento da tubercul ose,
pois permite a deteccdo do agente etiolégico por meio de
baciloscopia e cultura.

A baciloscopia é um teste presuntivo, pois possibilitaa
visualizagdo de bacilos dcool-acido resistentes quando pre-
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sentes em quanti dades superioresa 10.000 bacilog/mL de amos-
tra, mas ndo permite sua identificacdo.

A cultura é um método mais sensivel, pois detecta de
10 a 100 bacilos/mL de amostra e possibilita a identificagcdo
das espécies e arealizagdo do teste de sensibilidade as drogas
antitubercul ose.

No caso da tuberculose extrapulmonar somente a cul-
tura fornece a confirmacdo diagnostica.

Apesar de todo investimento em novos métodos diag-
nésticos e 0 avango alcancado, nestes Ultimos anos, em
metodol ogias que tragam mais agilidade ao diagndstico da tu-
bercul ose, a cultura continua seguindo como método sem subs-
tituto.

As modernas metodologias baseadas em biologia
molecular sdo complexas e de alto custo, inviabilizando sua
utilizag8o de forma universalizada?3458,

Umaalternativa é, portanto, o aperfeicoamento das téc-
nicas j& existentes.

O meio de cultura mais utilizado para o isolamento de
micobactérias é o L dwenstein-Jensen, que € um meio solidifi-
cado abase de ovo e contém glicerol e asparagina como fontes
de carbono e nitrogénio. Este meio permite o crescimento da
quase totalidade das espéci es micobacterianas, tanto ambientais
como as de interesse médico’.

Com o objetivo de aperfeicoar e facilitar a técnica de
preparo do meio de cultura Léwenstein-Jensen, foi feita uma
tentativa de substituir o ovo “in natura’ por ovo desidratado
utilizado em confeitarias.

O objetivo deste estudo foi comparar os resultados da
cultura para diagnostico de tuberculose, utilizando meio de
L dwenstein-Jensen preparado com ovos frescos e com ovos
desidratados, através do procedimento tipo secador continuo
com atomizag&o com Spray Driers®.

MATERIAL E METODOS

Foram testadas 150 amostras de escarro e materiais
extrapulmonares com baciloscopias positivas e 50 amostras
com baciloscopias negativas, recebidos narotinade culturado
Instituto Adolfo Lutz —Laboratério | de Sdo José do Rio Preto/
SP, no periodo de 10 de mar¢o a 30 de outubro de 2000. Das
150 amostras com baciloscopia positiva, 147 eram escarro e 3
amostras de origem extrapulmonar; das 50 amostras com
baciloscopia negativa, 46 eram escarro e 4 amostras de origem
extrapulmonar. O método de descontaminagdo utilizado foi o
de Petroff modificado’; de cadaamostra, apds descontaminacso,
foi semeado 0,2 mL em 2 tubos de Lowenstein-Jensen (LJ),
sendo um convencional e um teste. Os tubos foram incubados
a 37 °C, observados e comparados semanal mente, até comple-
tar 60 dias de incubag&o.

Osovosfrescos necessarios paraa preparacdo do meio
convencional foram adquiridos em supermercados daregiao;
para a utilizag@o dos ovos frescos no preparo do meio de
cultura, faz-se necessaria uma limpeza prévia dos mesmos
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com auxilio de escova, dgua e sab&o, enxaglie em agua cor-
rente e imersdo em dalcool etilico a 70%, durante 30 minu-
tos. O ovo desidratado para a preparacéo do meio teste foi
adquirido em confeitarias da regido. O ovo desidratado se
apresenta na forma de um po6 fino amarelado, e é recomen-
dado o armazenamento em temperatura ambiente por até
180 dias.

Para a obtencdo de ovo desidratado que equivalhaa 20
ovos grandes necessarios napreparacdo do meio de L éwenstein-
Jensen, foi pesado o p6 e colocado em copo estéril de
liquidificador. Em seguida, batido no liquidificador com aquan-
tidade necessaria de agua destilada estéril, até completa
homogeneizagdo. De acordo com o fabricante, 12,5 g de ovo
desidratado equival e aproximadamente a um ovo tipo grande.
Portanto paraaobtencéo de uma solucdo equivaentea20 ovos,
pesou-se 250 gramas de ovo desidratado em 750 mL de agua
destilada estéril. Apds ahomogenei zacdo essa solugéo de ovos
foi filtrada em gaze estéril. Adicionou-se 0 homogeneizado ao
meio base, manipulado segundo a metodol ogia padronizada’.
Acrescentou-se uma solucdo de 2% de verde malaquita que é
inibidor de flora contaminante. Distribuiu-se 7 mL deste meio
em tubos com tampas rosquedveis, previamente esterilizados.
Coagulou-sea85 °C por 50 minutos. Os meios de cultura pron-
tos para uso, sdo estocados em geladeiraa 4 °C.

Cada partida do meio de cultura preparado foi avaliada
guanto a esterilidade incubando-se a 37 °C por 24 horas, e
guanto asensibilidade no i solamento de micobactérias, de acor-
do com técnica padronizada pelo Manual de Bacteriologia da
Tuberculose’. A partir de um cultivo recente (20 a 30 dias de
crescimento) de M. tuberculosis em meio solidificado, fez-se
uma suspensdo em 1,0 mL de &gua destilada estéril, com péro-
las de vidro em frasco estéril. Esta suspensdo foi transferida
para um tubo, acrescentando-se &gua destilada até obter turva-
¢cdo compardvel ao tubo n°l da Escala McFarland®. A partir
desta suspensdo padronizada, efetuaram-se diluicdes decimais
de até 10. Foi semeado 0,2 mL de cada diluicdo de M.
tuberculosis em tubos de Lowenstein-Jensen convencional e
em tubos de L 6wenstein-Jensen testel®.

RESULTADOS

Das 50 amostras com bacil oscopias negativas, uma deu
cultura positiva em ambos os meios. As restantes 49 amostras
deram cultura negativa no meio LJ convencional. No meio LJ
teste, duas amostras contaminaram e, portanto foram 47 com
resultados negativos. Das 150 amostras com bacil oscopias po-
sitivas, 123 culturas foram positivas no meio LJ convencional
e 121 positivas no LJ teste; 24 culturas foram negativas no
meio LJ convencional e 26 negativas para o meio LJ teste; 3
culturas mostraram-se contaminadas em ambos 0s meios, como
demonstrado na Tabela 1.

A ocorréncia de amostras que tiveram resultados de
baciloscopia positiva e culturas negativas (24 no LJ convenci-
onal e 26 no LJteste), deve-se, provavelmente, ao fato de se-
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Tabela 1. Resultado da cultura utilizando meio Loéwenstein-
Jensen e L 6wenstein-Jensen teste com ovo desidratado.

Amostras Meiosdecultura

L.J. convenciona L.J. teste

Tabela 2. Avaliacdo da acurécia do meio Lowenstein-Jensen
teste no isolamento de Mycobacterium tuberculosis a partir de
amostras de escarro e de amostras de material extrapulmonar.

Crescimentoem L.J. teste Crescimentoem L.J. tradicional

Pos Neg  Cont Pos Neg  Cont Positivo Negativo Total

BaciloscopiaNegativa 1 49 0 1 47 2 Positivo 122 0 122
BaciloscopiaPositiva 123 24 3 121 26 3 Negativo 2 73 75
Tota 124 73 197

L.J.—meio deL éwenstein-Jensen

rem amostras provenientes de pacientes em tratamento e cujas
bacil oscopias apresentavam raros bacilos.

N&o houve diferenca dos resultados das culturas em re-
lagdo ao tipo de amostra, pulmonar ou extrapulmonar.

O teste de esterilidade, realizado apo6s 24 horas, néo
mostrou a presenca de contaminag&o nos meios de culturacon-
venciona e teste.

O controle de qualidade dos meios de cultura, tanto do
convencional como do teste, mostraram indice de deteccéo
adequado, pois houve crescimento de 20 colénias ou mais na
diluicdo 10 em todas as partidas de meio preparadas.

Dasculturaspositivas 7 tinham aspecto de micobactérias
nado-tuberculose (MNT); 6 foram identificadas como comple-
X0 Mycobacteriumavium e 1 provavelmente ambiental, poisa
identificagdo ndo chegou a uma espécie de tipo potencia men-
te patogénica.

A Tabela 2 mostra os resultados das culturas obtidas
em meio LJ convenciona e em meio LJteste.

DISCUSSAO

A preparacao dos meios a base de ovos requer umalim-
peza prévia paradesinfeccdo. O uso do ovo desidratado permi-
te aeliminagéo desta etapa que é bastante trabalhosa. Possibi-
lita ainda, maior flexibilidade na programagdo de compras e
uso do produto, uma vez que o mesmo tem vida Gtil de 180
dias enquanto o ovo fresco deve ser utilizado em 15 dias. Além
disso, permite a estocagem sem necessidade de refrigeracéo, o
ambiente mais limpo e manuseio mais rapido, uniformidade
dos produtos, reducdo de custos e perdas, e a simplificacdo e
diminuicdo do tempo na preparacdo do meio.

L.J.—meio de L 6enstein-Jensen

Sensibilidade = 122/124 x 100 = 98%
Especificidade = 73/73 x 100 = 100%

Valor Preditivo Positivo = 122/122 x 100 = 100%
Valor Preditivo Negativo = 73/75 x 100 = 97%

O processo de desidratag@o ndo atera as propriedades
nutricionais do ovo “in natura’, como proteinas, lipideos, vi-
taminas A, D, E, K e do complexo B e sais mineraist*2,

Os resultados das culturas utilizando o0 meio teste mos-
traram sensibilidade de 98% e especificidade de 100% (Tabela
2). Os valores de sensibilidade e especificidade de um novo
método devem se localizar entre o intervalo de 100 e 95%,
para que 0 método seja considerado aceitavel.

As culturas que resultaram positivas, mostraram cres-
cimento de M.tuberculosis e outras micobactérias igualmente
nos dois meios, indicando que o meio teste tem caracteristicas
semelhantes ao meio convencional, que possibilitam o cresci-
mento das varias espécies de micobactérias.

O céculo dos valores preditivos positivos e negativos
foram de 100% e 97% respectivamente (Tabela 2), indicando
gue com 0 mei o teste ndo houve detecgdo de fal sos-positivos, e
gue ocorreram 2 falsos-negativos. Esses resultados mostram
ndo haver diferencas significativas entre os dois tipos de mei-
0s comparados, quanto ao isolamento e crescimento de
micobactérias, tanto para amostras de escarro como para ma-
teriais extrapulmonares.

O custo do ovo desidratado no comércio é ligeiramente
inferior ao do ovo fresco.

Conclui-se que o ovo desidratado é uma alternativa vi-
avel que propiciaasimplificac8o na preparacdo do meio, aém
de facilitar a programagdo de compra e armazenamento, com
custo equivalente ao do ovo fresco.
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ABSTRACT. Bacteriologica methods are the most important to diagnose pulmonary tuberculosis.
The culture medium most used to isolate mycobacteria is Léwenstein-Jensen (LJ), which is a solid
medium containing eggs, glycerol and asparagine as carbon and nitrogen source. The eggs used to
prepare the medium need a previous cleaning, consisting of brushing with water and soap, and
decontamination with 70% alcohol during 30 minutes. This procedure takes time; besides it is not so
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simple to organize the acquisition of fresch eggs. With the purpose of simplifying the whole procedure
of making medium, we propose the replacement of “in natura’ by dehydrated eggs. This study compares
the performance of conventional LJ and LJ made with dehydrated eggs. Clinical specimens sent to the
laboratory for tubercul osis diagnosis were decontaminated by Petroff method and inoculated in tubes of
conventional LJ and the test LJ. It was used 200 clinical specimens, 150 were smear positive and 50
smear negative. Among the 150 samples smear positive 123 were positive in traditional LJand 24 were
culture negative, while in the test LJ 121 were positive and 26 were negative. The difference was not
significant. Three cultures were contaminated in both media. Comparison of the two media showed a
sensibility of 98% and specificity of 100% The conclusion is that the dehydrated egg could be an
alternative way to make LJ medium, propitiating a simpler and more practical medium preparation.

KEY WOORDS. culture medium, Léwenstein-Jensen, tuberculosis, dehydrated egg.
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