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RESUMO

Esta dissertacdo investiga a aplicacdo do Controle Estatistico de Processo (CEP) nas
principais fases da produgdo da suspensdo viral (SV) da vacina contra febre amarela
produzida em Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, Brasil. Empregada na formula¢do do produto
final, a SV ¢ preparada em varias etapas, utilizando a tecnologia aperfeicoada no Brasil (egg
passage), desde 1937. O sistema de CEP implantado estd baseado em recursos
computacionais, perfeitamente adaptados a realidade da Institui¢do. Os graficos de controle
foram a principal ferramenta estatistica empregada. Sete varidveis relativas as etapas da
producdo da SV foram estudadas: perdas de ovos no transporte; ovos nido embrionados;
embrides mortos na primeira incubacio; perdas na inoculagdo; embrides mortos na segunda
incubacdo; perdas na coleta de embrides e rendimento na coleta de embrides. Dentre as
variaveis investigadas, perdas por transporte e fertilidade dos ovos nio sofrem interferéncia
direta da produgdo, porém sdo de fundamental importancia para as fases seguintes e, por esse
motivo, foram estudadas. Os resultados mostraram que seis varidveis, das sete analisadas,
apresentaram resultados sob controle, ainda que duas delas ndo tenham atendido a uma das
regras sensibilizantes estabelecidas: ovos ndo embrionados e perdas na coleta. A variavel
rendimento ficou caracterizada como nao controlada. Em relagdo a capacidade, os processos
de transporte de ovos e ovos ndo embrionados foram classificados como processos incapazes
(Cpk< 1,00). Os processos com as variaveis embrides mortos na primeira incubagédo e perdas
na inoculagdo foram considerados como relativamente capazes (1,00 < Cpk < 1,33) e,
finalmente, os processos com varidveis embrides mortos na segunda incubacdo e perdas na
coleta foram considerados capazes (Cpk = 1,33). Pela andlise do conjunto, os resultados
indicam a necessidade de ajustes, intensificagdo e controle continuo dos processos que estdo
sendo praticados.



ABSTRACT

This work deals with the application of Statistical Control Process (SCP) to the main
parts of the production of Viral Suspension (VS) of the yellow fever vaccine manufactured by
Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, Brazil. The VS is used in the formulation of the final product
and is prepared in several steps, using a technology (egg passage), which has been being
improved in Brazil since 1937. The SCP system used is based on computational resources that
are well adapted to the Institution reality. Control graphs were the main statistical tools
employed. Seven variables related to the production of the VS were investigated: transporting
losses of eggs; non-germinated eggs; dead embryos during the first incubation; losses during
inoculation; dead embryos during the second incubation; losses during embryo collect and
efficiency in collecting embryo. Among the studied variables, transporting losses and fertility
of eggs do not relate directly to the production, but are of fundamental importance for the
subsequent steps, and were also studied for this reason. The results showed that six out of
seven analyzed variables were under control, although two of them did not attend one of the
established sensitivity rules: non germinated eggs and losses in collecting. Efficiency ended
up characterized as a non-controlled variable. As far as capacity is concerned, transporting of
eggs and non-germinated eggs were classified as uncapable processes (Cpk < 1,00). Dead
embryos during the first incubation and losses during inoculation were considered as
relatively capable processes (1,00 < Cpk < 1,33). Finally, dead embryos during the second
incubation and losses in collecting embryo were considered capable processes (Cpk = 1,33).
The results, thus, show a necessity of adjustments, intensification and continuous control of
the currently used processes.
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1. INTRODUCAO

1.1 - Consideracdes iniciais

O Laboratorio de Produgdo de Vacina contra Febre Amarela (LAFAM) de Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ ¢ uma Unidade reconhecida internacionalmente como fabricante da
vacina antiamarilica. Outros laboratorios qualificados pela OMS, como produtores desse tipo
de vacina, estdo localizados na Franga, Reino Unido e Senegal (WHO, 2005).

No LAFAM, as preparagdes vacinais sdo obtidas a partir de embrides de galinha
infectados com virus da cepa 17D ou seus derivados e constituem o produto mais indicado
para prevenir casos de febre amarela silvestre ou estabelecer, rapidamente, o estado imune
numa populacdo urbana, em situag@o de risco epidémico.

Os processos de fabricacdo realizados pelos diferentes laboratorios geram resultados
que, naturalmente, apresentam variacdes. Essas variagcdes sdo atribuidas, principalmente, ao
tipo de equipamento utilizado, as metodologias adotadas nas diversas etapas da produgdo e
aos técnicos que as executam.

Para melhor compreender os efeitos dessas variagdes no produto vacinal elaborado no
LAFAM desenvolvemos este trabalho de tese de mestrado, fazendo uso de um instrumento
de andlise chamado " Controle Estatistico de Processo (CEP)", que permite avaliar,
detalhadamente, a execucdo de cada etapa do processo de produgdo que adotamos.

O CEP ¢ uma estratégia da qualidade e uma cléassica e importante ferramenta de
analise de resultados, comprovada de modo pratico. Quando o CEP ¢ aplicado e analisado
pela geréncia de qualquer tipo de organizagdo, sempre resulta em melhorias dos niveis de
qualidade da produgao.

Desde que foi desenvolvido em 1920, por Shewhart, como uma carta de controle para
a empresa Bell Tellephone Laboratories, o CEP tem sido aplicado nos mais diferentes tipos de
processos ou situagdes, em varias partes do mundo e, por isso, ¢ considerado o alicerce da
moderna tecnologia de controle de qualidade (Werkema, 1995).

A implementacdo do CEP ¢ realizada numa seqiiéncia ciclica de etapas. A primeira
etapa do ciclo ¢ a coleta de dados de cada fase importante. Na segunda etapa € verificado se o
processo estd sob controle estatistico (monitoramento), e os resultados podem ser
representados sob a forma de graficos. A andlise dos graficos possibilita a identificagdo de
interferéncias ("causas especiais"). A etapa seguinte consiste em eliminar os obstaculos

identificados, até estabelecer a nova dindmica do processo , agora sob controle. Finalmente,



realizam-se as andlises de capacidade dos processos controlados e propdem-se novas

melhorias. Esse estado de evolucdo permanente ¢ a meta que busca a Qualidade Total.

1.2 - Justificativa da pesquisa

Desde 1937, a Fundag¢do Oswaldo Cruz, através de seus laboratorios, produz a vacina
contra febre amarela.

Em 1996 foram dados os primeiros passos em busca do controle das variaveis nos
processos de producdo dessa vacina. O trabalho coordenado por um estatistico, Professor
Manoel Anténio da Fonseca Costa Filho, foi de grande significado para a conscientizag¢do dos
técnicos de Bio-Manguinhos, pois instaurou os primeiros embasamentos tedricos de ambito
estatistico.

Atualmente, com o aumento da produgdo, destinada a exportagdo, € com a ampliagdo
das estratégias de Controles de Qualidade, grande parte das aten¢des esta direcionada ao
controle dos processos da produgdo.

A utilizacdo dos recursos da informatica ¢ uma tendéncia que esta sendo ampliada. Os
investimentos realizados na aquisi¢do de computadores e aplicativos possibilitaram ao
LAFAM utilizar as técnicas do CEP. Na primeira fase foi melhorado o gerenciamento
completo do processo. Na segunda fase foi possivel compartilhar, com os técnicos operadores,
a responsabilidade das atividades de controle da qualidade e de ajuste do processo.

O CEP viabiliza o monitoramento das varidveis caracteristicas do processo de
producdo, sinalizando o momento de adotar acdes corretivas que proporcionam o pronto
redirecionamento das operacdes para dentro dos limites preestabelecidos. Reduzindo a
variabilidade dos processos, contribui para a melhoria da produtividade, aumento da
confiabilidade e redu¢do dos custos de produgio.

O principal objetivo do CEP ¢ propiciar o controle efetivo, realizado pds-implantacio,
pelos proprios técnicos-operadores, envolvendo assim o comprometimento de todos com a
qualidade do produto fabricado.

Nao héd na literatura disponivel para pesquisa, qualquer trabalho relacionado
especificamente a aplicagdo do CEP nas areas de producdo de vacinas. Uma exce¢do € um
pioneiro trabalho do prdéprio grupo de pesquisa ao qual este trabalho esta vinculado. Trata-se
do trabalho de Alonso (2005), a qual aplicou o CEP a producdo de vacina contra Haemophilus
Influenza tipo B-Hib, dessa forma ndo foi possivel estabelecer comparagdes quanto a

metodologia desenvolvida neste trabalho.



1.3 - Objetivos do trabalho

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver e avaliar o controle estatistico de

processo (CEP) das fases da produgdo da suspensio viral.

Os objetivos especificos constaram de:
1. Elaborar Fluxograma de todo o processo;
Definir as fases da produgdo a serem estudadas;
Definir o sistema para coleta de dados;
Elaborar os graficos de controle para cada etapa do processo de produgao;
Avaliar, nos graficos de controle, os fatores das causas especiais;

Avaliar a capacidade, a partir da estabilidade do processo;

e A R B

Sugerir mudangas que possam contribuir para melhorar os pontos negativos do processo

de produgio.

1.4 - Organizacdo do trabalho

Este trabalho estd organizado em tdpicos. O primeiro tdpico consta da introdugdo do
trabalho, apresentando seus objetivos, organizacdo e sua importdncia para melhoria da
qualidade na producio.

O segundo toépico é uma revisdo da literatura e apresenta os conceitos tedricos sobre a
febre amarela, descrevendo a implantagdo e a evolucdo da produgdo da vacina no Brasil.
Também estdo representadas nesse topico, a importancia das caracteristicas dos ovos para o
controle de qualidade da produgdo da vacina contra febre amarela e os fundamentos e as
ferramentas do CEP.

Por sua vez, o terceiro topico apresenta a metodologia de producdo da suspensio
viral, assim como os aspectos metodoldgicos de aplicagdo do CEP ao processo.

O quarto topico apresenta os resultados e a discuss@o de todo o processo de controle
estatistico, a avaliac@o dos graficos de controle e a determinagdo dos indices de capacidade.

Finalmente, as conclusdes do trabalho e sugestdes para melhoria dos processos sdo

apresentadas no quinto topico.



2. REVISAO DE LITERATURA

Neste topico, procedem-se — entre os itens 2.1 a 2.8 — revisdes sobre a doenca febre
amarela e o desenvolvimento da vacina contra a mesma. O processo utilizando embrido de
galinha (egg passage) ¢ destacado no item 2.9, sendo as caracteristicas dos ovos revistas no
item 2.10. Avangos tecnologicos no processo de produgdo da vacina sdo descritos nos itens
2.11 e 2.12. Finalmente, os fundamentos e as ferramentas do controle estatistico de processos

(CEP) sdo apresentados nos itens 2.13 e 2.14, respectivamente.

2.1 - O virus e a origem da doenca

O Virus da febre amarela pertence ao género Flavivirus da familia Flaviviridea (do
latim flavus = amarelo) (Westaway, 1985). Possuindo apenas um sorotipo reconhecido, seu
genoma ¢ constituido de RNA de fita simples, ndo segmentada. Em anélise por microscopia
eletronica, apresentam-se esféricos, com diametro médio em torno de 45 a 50 nm, possuindo
um envelope lipidico de origem celular (Rice, 1985: Chambers, 1990).

Nao existem relatos de doenga semelhante a febre amarela ocorrida na Europa, antes da
descoberta das Américas, embora de origem indefinida, a doenca foi reconhecida pela
primeira vez, por volta de 1647 a 1649, quando das epidemias de Barbados, Cuba, Guadalupe
e México (Bres, 1986).

Em 1750, no livro "Natural History of Barbados", escrito por Griffin Hughes, ocorreu
a primeira mengao literaria do termo febre amarela (Warren, 1951).

Dentre muitas hipdteses existentes, acreditava-se que a transmissdo da febre amarela
se fazia através de miasmas ou do desenvolvimento espontineo da doenga nos navios
negreiros. Alguns médicos sugeriam que o mosquito era o agente causador da doenga; dentre
esses, destacavam-se Louis Daniel Beauperthuy em 1854 ¢ o médico cubano Carlos Finlay
em 1881. Em 1900, Walter Reed comprovou a hipodtese de transmissdo da doenga homem a
homem pelo Aedes aegypti. Em 1901, Reed e Carrol descobriram que o agente etioldgico era
um virus filtravel (Kruif, 1956).

Baseado nos trabalhos de Reed e colaboradores, William C. Gorgas organizou um bem
sucedido trabalho de eliminag¢do do vetor da doenca em Cuba e Panama, conseqiientemente,

eliminando-a (Kruif, 1956).



Em 1903, Oswaldo Cruz utilizou as mesmas estratégias empregadas por Gorgas em
Cuba, organizando as brigadas sanitarias — conhecidas como brigadas "mata mosquitos" —
que fumegavam com vapores de enxofre as residéncias ou qualquer local onde poderia haver
a presenca do vetor, além de quebrarem os recipientes com agua contendo as larvas. A
campanha de Oswaldo Cruz conseguiu assim erradicar, em 1908, o mosquito Aedes aegypti
no Rio de Janeiro e, dessa forma, eliminar a febre amarela urbana na cidade pelos vinte anos
seguintes (Homma, 2002).

O Aedes aegypti foi considerado erradicado no Brasil em 1955 e 1973, porém foi

reintroduzido em 1967 ¢ 1976 (FUNASA, 1999).

2.2 - Periodo de transmissio e imunidade

O periodo de transmissdo € restrito ao pico da viremia, iniciada um dia antes dos
primeiros sintomas, persistindo até o terceiro ou quarto dia de doenga. Nessa fase, os virus
podem ser detectados no sangue do doente. A doenga ndo ¢ transmitida por contato direto e
confere imunidade ativa natural e permanente, ndo se conhecendo recidivas.

A vacina confere imunidade ativa artificial por periodo minimo de dez anos. Lactentes
filhos de maes imunes podem apresentar imunidade passiva até o sexto més de vida

(FUNASA, 1999).

2.3 — Epidemiologia

Epidemiologicamente, a febre amarela apresenta-se em dois ambientes: a forma
silvestre e a urbana. Nao existem diferencas sob o ponto de vista etioldgico, fisiopatoldgico,
imunolégico e clinico entre as formas de transmissdo. As diferencas estdo definidas pela
localizagdo geografica da ocorréncia, pelo vetor responsavel pela transmissdo e pelo
hospedeiro.

No ciclo de transmissdo silvestre, a virose acomete os macacos que, no periodo de
viremia, ao serem picados pelos mosquitos silvestres lhes repassam novos virus. O homem
susceptivel infecta-se ao penetrar na mata e ser picado por mosquitos infectados; completa-se
entdo o ciclo de transmissao: macaco, mosquito silvestre e homem (FUNASA, 1999).

Em relagdo aos mosquitos vetores, os do género Haemagogus (H. albomaculatus e H.
Jjanthinomys) e os do género Sabethes sdo os mais importantes na América Latina e os dos
géneros Aedes, particularmente o Aedes africanus € o Aedes simpisoni, sdo 0s mais

importantes para o continente africano.



O ciclo silvestre ¢ em potencial mais perigoso para as populagdes rurais € € um risco
para os centros urbanos proximos.

E observado que, em intervalos periédicos (entre cinco a sete anos), o ciclo silvestre
pode reaparecer em surtos em macacos, 0s quais sdo os principais hospedeiros do virus,
especialmente os macacos do género Cebus (macaco prego), Alouatta (guariba), Ateles
(macaco aranha) e Callithrix (sagiil) (FUNASA, 1999). Nestes animais, a virose manifesta-se
em um intervalo suficiente para o surgimento de novas populagdes suscetiveis, apos cada
epizootia (Amaral e Tauil, 1983).

Quando nao hé disponibilidade de hospedeiros primatas, a virose acontece em outras
espécies, podendo ser destacados os marsupiais e alguns roedores que funcionam como
mantenedores tempordrios da virose na natureza. Estudos soroldgicos em éareas endémicas
tém mostrado a participagdo do gamba, porco espinho e do morcego no ciclo silvestre da
doenca, porém a importancia epidémica desses animais na manuten¢do da doenc¢a ainda nao ¢
bem conhecida (FUNASA, 1999).

Na populacdo humana, as epidemias nio sdo registradas regularmente devido a fatores
que interferem na susceptibilidade dos vetores silvestres infectados e também ao bom nivel
de cobertura vacinal da populacdo exposta (Amaral e Tauil,1983).

Em relagdo ao ciclo urbano, a virose é introduzida nas cidades pelo homem em
periodo de viremia. Este ao ser picado pelo Aedes aegypti, transmite a infec¢do para o
artrépode, que, apos um periodo de incubacdo (PI), chamado de PI extrinseca, ira transmitir o
virus a outras pessoas susceptiveis, iniciando o ciclo de transmissdo: homem, mosquito e
homem (FUNASA, 1999).

Em qualquer dos continentes, os elementos envolvidos sdo os mesmos: virus, A.
aegypti, € o homem. Os animais domésticos ndo parecem ser suscetiveis a infec¢do amarilica.
Experimentos realizados com cdes mostraram baixo nivel de suscetibilidade, embora

desenvolvessem resposta febril apds inoculagdo periférica.

2.3.1 - Febre amarela na Africa e nas Américas

A situagdo do controle da febre amarela no continente africano e sul-americano ¢
delicada. Nas ultimas décadas ocorreu um aumento significativo do nimero de casos e de
epidemias.

Segundo a Organizacdo Mundial de Satude, 90% dos casos ocorrem no continente
africano, atingindo diretamente 33 paises. Na América do Sul e Caribe, dez paises estdo na

zona endémica (WER, 2003).



2.3.2 - Febre amarela no Brasil

O Brasil possui a maior area enzodtica de febre amarela do mundo, aproximadamente
cinco milhdes de quilometros quadrados, correspondentes as regides Norte, Centro-Oeste ¢ a
area amazonica do Maranhdo. Registram-se casos esporadicos também na regido Sudeste, em
algumas areas do estado de Minas Gerais, porém ¢ na regido Norte que ocorrem com mais
freqiiéncia (FUNASA, 1999).

O registro da primeira epidemia de febre amarela urbana no Brasil foi em 1685 e
ocorreu na cidade do Recife, capital do estado de Pernambuco. Durante o inicio do século
XX, a doenga era endémica em centros urbanos; no Rio de Janeiro, registrou-se uma grande
epidemia entre os anos de 1929 e 1930, ocasionando centenas de mortes.

Os ultimos registros de casos de febre amarela urbana ocorreram em 1942, no
municipio de Sena Madureira, estado do Acre (Franco, 1969).

O ciclo urbano esta sob controle, gragas ao incremento do combate ao vetor urbano e

ao uso sistematico da vacina produzida em Bio-Manguinhos.

2.3.3 - Areas epidemiolégicas de febre amarela no Brasil

Estudos tornaram possivel a delimitagdo de quatro areas epidemiolodgicas distintas no

pais, conforme ilustra a Figura 2.1.
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Figura 2.1 — Areas de risco de febre amarela silvestre redefinidas.

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude/MS.



— Area enzodtica ou endémica: E limitada pela area onde a virose ocorre entre os vertebrados

naturais (macacos, marsupiais € outros). o homem ¢ infectado de forma acidental pela
presenca de vetores silvestres;

— Area epizoodtica ou de transi¢do: Corresponde a area onde no inicio do século havia intensa

ocorréncia da virose entre os animais silvestres. Devido a grandes altera¢des ecologicas,
principalmente desmatamentos, estdo sendo realizados estudos para melhor defini¢do desta
area;

— Area indene: Corresponde a drea onde nao ha descri¢do de casos de febre amarela.

2.4- Modelo animal

Em 1927, na Africa, Mahaffy e Bauer, pesquisadores da Fundacdo Rockefeller,
conseguiram estabelecer, a partir do sangue de um doente de 28 anos chamado Asibi, pela
primeira vez, a propagacdo experimental dos virus da febre amarela.

O macaco inoculado com esse sangue morreu apds quatro dias, apresentando sintomas
caracteristicos de febre amarela. O sangue desse macaco foi inoculado em outro macaco
Rhesus, que também desenvolveu a doenca. Observou-se que a transmissdo da doenca entre
macacos também podia ocorrer pela picada do mosquito A. aegypti. Estes, uma vez
infectados, permaneciam assim por toda a vida (Stokes et al., 1928 a, b).

Theiler fez outra importante descoberta: encontrou um novo modelo, que utilizava
animais mais baratos do que os macacos Rhesus, o camundongo branco, que se mostrou
susceptivel a infec¢do pelos virus da febre amarela, quando inoculados por via intracerebral

(Theiler, 1928).

2.5 - A pesquisa de uma vacina no Brasil

No Brasil, por volta de 1928, destacavam-se trabalhos no Instituto Oswaldo Cruz e no
Instituto Butantd realizados respectivamente, por Henrique Aragdo e Lemos Monteiro. A
vacina idealizada por estes pesquisadores era feita a partir de tecidos do figado e bago de
macacos, contendo virus da febre amarela. Na preparagdo, os tecidos eram macerados,
filtrados e inativados com formaldeido/fenol. Em 1929 mais de 25.000 pessoas receberam
este tipo de vacina, mas os resultados ndo foram satisfatorios, uma vez que 25 individuos

vacinados contrairam a doenga (Aragao, 1928).



2.6 - A vacina

Apos o estabelecimento da cepa Asibi por Stokes, Bauer ¢ Hudson (53 passagens do
virus Asibi), importantes pesquisas foram iniciadas (Stokes ef al., 1928 b).

Utilizando-se da técnica de passagens sucessivas pela via intracerebral de
camundongos, de uma amostra de virus isolado por pesquisadores do Instituto Pasteur de
Dakar, Theiler conseguiu obter uma preparacdo viral, cuja infec¢do em macacos Rhesus se
dava de forma atenuada, sem lesdes viscerais, porém comprometia com maior facilidade, o
sistema nervoso central. Esta cepa dita atenuada, foi entdo denominada “cepa neurotrdpica
francesa” (Homma, 2002).

A mistura desse tipo de virus com soro de animal imune foi utilizada pela primeira vez
em 1931 — por Sawyer, Kitchen e Loyde — para o preparo de imunizante contra a febre
amarela, em pesquisadores da Fundacdo Rockefeller sediados no Brasil, Colombia e
Argentina. Esta foi considerada a primeira descricdo de uma vacina contra a febre amarela
constituida por preparagdo infecciosa de virus (Sawyer ef al., 1932).

Ainda na década de 1930, outra evolucdo que colaborou no estabelecimento de uma
vacina foi o desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos de animais em sistema "in
vitro".

Em 1934, Loyd, Theiler e Ricci, utilizando culturas de células de embrido de
camundongos, conseguiram selecionar a cepa Asibi que representava a 17° série de
propagacdo nas culturas de células de embrido de camundongos (Loyd ef al., 1936). Pelo seu
baixo vicerotropismo e neurotropismo da infeccdo em macacos, as amostras virais da série
17E foram escolhidas para serem utilizadas como vacina em humanos, desde que fossem
aplicadas, simultaneamente, com soro de animal imune.

Estabelecida a cepa 17E, Loyd e colaboradores substituiram a cultura de tecido
embrionario de camundongo pela de embrido de galinha. Apos varias passagens nesse
sistema, a propagag¢do viral passou a ser feita em culturas preparadas com parte muscular dos
embrides de galinha, ou seja, sem o tecido do sistema nervoso central. As preparacdes
obtidas destas propaga¢des foram denominadas 17D.

Em 1936, Theiler e Smith detectaram que a infeccdo em macacos com essa amostra
viral, ndo evoluia com lesdes neurotrdpicas ou vicerotrdpicas, 0os animais se recuperavam
apresentando niveis detectaveis de anticorpos reativos com os virus da febre amarela (Theiler

e Smith, 1937).



Em novembro de 1936, na 227" passagem, foram vacinados funcionarios da Fundagio
Rockefeller. Os resultados foram animadores, sobretudo pela ndo utilizagdo do soro imune,
obtendo-se baixa reatogenicidade e alta imunogenicidade (Theiler e Smith, 1937).

Duas subcepas de 17D foram obtidas de forma independente: uma, da passagem 195,
passou a ser denominada 17DD; a outra, ao nivel da 204" passagem, recebeu a denominag¢io
de 17D-204.

Theiller e Smith sdo considerados os desenvolvedores da cepa 17D utilizada na vacina

contra a febre amarela.

2.7 - Desenvolvimento da vacina: cepas 17D e 17DD no Brasil

Em 1937, com a chegada ao Brasil das cepas 17D e 17DD, trazidas pelo Dr. H. Smith
(Bica, 1988), teve inicio o processo de aperfeicoamento dos procedimentos de producdo. Os
amplos estudos no campo contribuiram significativamente para o conhecimento da vacina e
das técnicas empregadas na vacinag@o em grande escala.

A cepa 17D foi a primeira a ser utilizada, aos niveis das passagens 150" até a 243",
contudo foi descrito que — embora os resultados fossem favoraveis em relacdo a protegdo
oferecida e a pouca reatogenicidade — era muito dificil manter-se a consisténcia na produgao.

A cultura de tecidos de embrido de galinha "in vitro" era de dificil operacdo; além de
lenta, a produgdo era de baixo rendimento. H. Penna modificou essa etapa do processo,
estabelecendo que a ultima passagem do virus ocorresse diretamente em ovos embrionados de
galinha com seis dias de incubagdo; esses ovos apds inoculagdo eram novamente incubados
por mais dois dias. Depois desse periodo, os embrides eram coletados, macerados e
homogeneizados, obtendo-se a suspensdo do virus, que era filtrada e formulada com a adi¢do
de soro humano normal. O envasamento era realizado em ampolas, que depois de congeladas
e dessecadas em vacuo eram fechadas com macarico e, por fim, armazenadas entre 2°C a 4°C.

Uma parcela de cada lote produzido era reservada para ser utilizada como semente do
préximo lote. As primeiras vacinagdes ocorreram no Rio de Janeiro, onde 200 pessoas foram
vacinadas. Estudos realizados com parte desse grupo, de 45 pessoas vacinadas, confirmaram,
pelo teste de soro neutralizacdo, que 95% delas havia convertido sorologicamente, logo
consideradas efetivamente protegidos. A seguir, em junho de 1937, teve inicio a vacinagdo em
grande escala, comegando pela cidade de Varginha, Minas Gerais, e se estendendo por outras
areas do pais, contabilizando cerca de 38.000 pessoas vacinadas, com reacdes adversas

benignas.



Com os resultados alcangados, apos 60.000 doses aplicadas, Smith, Penna e Paoliello
concluiram que a vacina era segura, eficiente e que poderia ser utilizada em larga escala
(Smith et al., 1938).

A adi¢@o do soro humano na vacina continuou até 1940, quando foi suprimido, devido

a apresentagdo de varios casos de hepatite pds-vacinal.

2.8 - Sistema Lote-Semente

Na producdo da vacina foram estabelecidas as passagens sucessivas da cepa vacinal,
isto ¢, para cada lote produzido, uma parte era reservada para a produgdo do préximo lote.
Nesse contexto foram feitas vacinas até a 519" passagem. Néo havia evidéncias que inumeras
passagens pudessem selecionar virus mutantes e consequentemente ocorrer perda da
imunogenicidade. Entretanto, esse fato foi evidenciado ao se preparar um lote com a amostra
da 386" passagem. Foi conseguido apenas 20% de soroconverséo, o que determinou a revisio
dos procedimentos de producdo com o estabelecimento do sistema de lote-semente que limita
o numero de passagens em todos os lotes de vacina produzidos, tornando-os mais uniformes
e, por conseguinte, diminuindo o risco de mutacdes genéticas nos virus.

O sistema de lote-semente foi, portanto, estabelecido em 1942 por Fox, Kossobudzki e
Fonseca da Cunha. Este sistema - que serve de fonte para a producdo das vacinas - ¢
preparado a partir da propagacdo de um lote fonte, que da origem ao lote priméario e este com
outra passagem ao lote secundario (Fox et al., 1943). Esse sistema passou a ser adotado na
producdo da vacina contra a febre amarela produzida em Bio-Manguinhos desde 1944

(Nicolau, 1988).

2.9 - Producio da vacina utilizando embrido de galinha (egg passage)

Em 1943, o processo foi modificado, procedendo-se a inoculagdo diretamente na
cavidade amnidtica do embrido de galinha com seis dias de incubagdo, em vez do uso da
polpa de embrido de galinha. O embrido infectado, depois de trés dias de incubagdo, ¢
coletado e macerado, sem a cabega ¢ membros. O suco embriondrio, que ¢ obtido apos o
processo de maceracdo, ¢ filtrado e centrifugado, e passa a ser matéria-prima para a vacina.
Este procedimento aumentou o rendimento da produ¢do, permitindo o aumento da escala de
producdo da vacina. Esta metodologia, conhecida como egg passage passou a ser adotada

(Homma, 2002).



2.10 - Ovos para a producio

Os ovos fertilizados adquiridos para a produg@o da vacina contra a febre amarela sdo
oriundos de planteis de galinhas SPF (Specific Pathogen Free). Os ovos cont€ém o embrido
em fase inicial de desenvolvimento, por isso, a partir da postura, somente poderdo receber
influéncias favoraveis ao crescimento, depois de incubados, quando tem inicio o
desenvolvimento do embrido.

Devido a influéncia dos ovos embrionados de galinha para o controle de qualidade do
processo de producdo da vacina contra febre amarela, ¢ pertinente apresentar algumas das
caracteristicas desses ovos, baseado em: Nascimento & Salle, 2003 ¢ Gonzales & Cesario,

2003.
2.10.1 - Estrutura e composicido do ovo

E constituido essencialmente de uma grande célula reprodutiva individual que esta
circundada por uma quantidade significativa de material nutricional, a gema e o albimen. A
Tabela 2.1 apresenta os componentes do ovo; a Tabela 2.2 dé as suas caracteristicas fisicas

gerais; a Tabela 2.3, os pesos relativos e a Tabela 2.4 a constituicdo dos componentes.

Tabela 2.1 - Resumo dos Componentes do Ovo

Nome Nome especifico

Membrana da casca

Casca Casca
Cuticula
Clara Albiimen
Gema Ovo (Fértil)
Ovulo (Infértil)

Tabela 2.2 - Caracteristicas Fisicas Gerais do Ovo

Peso Médio 58g
Eixo vertical (Central) 5,7 cm
Circunferéncia (Equador) 15,7 cm
Gravidade especifica 1,095

Volume 53 cm?




Tabela 2.3 - Pesos Relativos

Componente Sélidos(g) Agua (g) Total (g)
Albumen 3,8 29.4 332
Gema 9.9 9,1 19,0
Casca 5,7 0,1 5,8
Ovo Total 19,4 38,6 58,0

Tabela 2.4 - Percentual de Elementos na Casca, Albumen e Gema

Elementos (%) Casca Gema
Albumen
Agua 1 88,5 47,5
Proteinas 4 10,5 17,4
Lipideos - - 33,0
Carboidratos - 0,5 0,2
fons inorganicos 95 0,5 1,1
Outros - - 0,8

2.10.2 - A casca do ovo

O ovo possui uma estrutura externa rigida e lisa, constituida basicamente por
carbonato de calcio (CaCos), sua principal fungdo ¢é a prote¢do do embrido. Estd conectada a
mais externa das duas membranas que a compde e possui espessura compreendida entre 241

a 371 um, atua na difusdo de gases respiratdrios e na conservagdo de dgua.

2.10.3 - A cuticula

A cuticula ¢ uma camada protéica, de espessura entre 0,5 a 12,8 um, que cobre
externamente a superficie da casca e os canais dos poros, conferindo-lhes resisténcia a agua.
Possui composicdo quimica constituida de fésforo, magnésio, cloro, potassio, sédio e enxofre.

A temperatura inadequada de armazenamento dos ovos ¢ a utilizagdo de abrasivos e
substancias quimicas, provocam a diminui¢do da espessura cuticular, aumentando o nimero
de rachaduras e diminuindo a resisténcia dessa camada, facilitando a penetracdo de bactérias

através da casca.



2.10.4 - Os poros

A casca do ovo possui entre 7.000 e 17.000 perfuracdes, que sdo chamadas de poros.
A concentra¢do de poros na superficie da casca ¢ maior nas regides do equador e da camara
de ar. Teoricamente cada poro esta parcialmente coberto pelo tampao cuticular, que serve para
bloquear a entrada de 4gua . A falta desse tampdo propicia o contato direto do contetido do
ovo com o0 meio externo, possibilitando o ingresso de bactérias no ovo.

Nao existe uma correlagdo comprovada entre a porosidade da casca e a penetragdo
bacteriana, muitos pesquisadores t€ém tentado estabelecer essa correlagdo, porém os resultados

sdo variados e inconclusivos.

2.10.5 - As membranas da casca

As membranas s3o constituidas de um duplo envelope fibroso que realiza a contengao
do albumen. Possuem em conjunto uma espessura de 70 wm, sio fortemente aderidas exceto
na regido da camara de ar, onde se separam para formar essa estrutura.

A membrana interna da casca (MIC) possui duas camadas de fibras e encontra-se
imediatamente acima do albimen, enquanto que a membrana externa da casca (MEC) possui
trés camadas de fibras e estd conectada diretamente a casca verdadeira. Em relagdo a
penetrag@o bacteriana, as membranas agem como um filtro, sendo a MIC mais impermeavel
do que a prépria casca. A resisténcia das membranas pode ser vencida especialmente quando

0s ovos sao mantidos a 37°C.

2.10. 6 - O albumen

O albumen pesa aproximadamente 32,2 g. Seu pH pode variar entre 7,6 a 8,5 em um
ovo recém posto; possui a consisténcia viscosa, € da fracdo sdlida (11%) de que ¢ constituido,
a proteina corresponde a 92% (ovoalbumina, ovotransferrina, ovomucoide, ovomucina,
dentre outros), alguns desses componentes possuem fun¢@o antimicrobiana.

Em relagdo aos principais elementos quimicos presentes no albumen, pode-se
destacar: sodio (48,8 mg), potassio (46,5 mg), enxofre (65,0 mg), cloro (42,2 mg) além do

calcio, magnésio, ferro, e fosfato em concentragdes mais baixas.



2.10.7 - A gema

A gema ¢ uma esfera suavemente alongada, circundada pela membrana vitelinica. A
gema pode ser dividida em duas partes bem diferenciadas:

— Gema branca - corresponde até 2% da massa total da gema. No seu contetido
encontram-se o disco geminal, o nucleo de Panter e a latebra;

— Gema amarela - ¢ uma emulsdo 6leo-dgua com pouco mais de 50 % de seus
componentes solidos, desse total 99,2 % sdo de proteinas e outros constituintes, como
lipideos, carboidratos, matéria inorganica, aminodcidos, pigmentos, vitaminas, enzimas dentre
outras.

A calaza ¢ a responsdvel por manter a gema em posi¢do central no ovo, consiste em
duas tiras retorcidas de ovomucina (lado oposto a camara de ar) e uma tira também retorcida

ao lado correspondente a camara de ar.

2.11.8 - Interferéncias que afetam as funcdes e a qualidade da casca

Segundo Nascimento & Salle (2003), varios fatores afetam a composicdo do ovo ¢ a
qualidade da casca, como por exemplo, a linhagem e a idade da ave, a posi¢cdo do ovo na
seqiiéncia de postura, as condicdes ambientais, a estagdo do ano, a disponibilidade e
qualidade do alimento, entre outros.

Cascas mais finas sdo mais suscetiveis a quebra do que as mais espessas ¢ a correlacao
entre a espessura da casca e sua quebra ¢ maior do que a correlagdo entre outras estimativas
de resisténcia e a ocorréncia de danos a casca.

Também hé indicativos de que a resisténcia a impactos, a gravidade especifica do ovo
e a incidéncia de anormalidades na camada mamilar possuem correlagdo bem significativa
com o indice de ovos quebrados.

Pode-se afirmar com seguranga que a qualidade da casca estd diretamente relacionada
com a idade da ave, inclusive quanto a resisténcia a quebras, pois as aves mais velhas
possuem habilidade decrescente em absorver célcio.

Durante a armazenagem, os ovos perdem peso por causa da perda de dgua e didxido de
carbono (CO,). A medida que isso ocorre, aumenta o espago da cAmara de ar, mudando as
propriedades fisico-quimicas do albiimen, tornando-o mais claro, menos viscoso ¢ de pH mais

elevado.



Muitos testes tém sido desenvolvidos para avaliar a qualidade da casca dentre os mais
utilizados estdo a gravidade especifica, deformagdo ndo destrutiva, avaliagdo ultra-estrutural

por microscopia eletronica de varredura e a ovoscopia, que ¢ utilizada pelo LAFAM.

2.10.9 - Intervalo entre a postura e a incubacio

O embrido nas primeiras fases de seu desenvolvimento sofre influéncia consideravel
do meio ambiente. Apods a postura, o ovo, que estava submetido a uma temperatura corporal
da ave entre 40 ¢ 41° C, sofre um resfriamento.

Se a temperatura estiver abaixo de 24°C, o desenvolvimento embrionario ¢ bastante
reduzido, esta temperatura ¢ denominada zero fisioldgico.

O armazenamento de ovos para posterior incubagdo deve ser realizado em ambientes
em que a temperatura seja inferior ao zero fisiolégico. So dessa forma ¢ assegurada a
completa paralisacdo no desenvolvimento embriondrio até o momento do inicio da incubago.

E importante também controlar a umidade relativa (70%) e a ventilagdo.

2.10.10 - Anexos embrionarios

O embrido das aves possui quatro diferentes membranas: o saco vitelino, o alantéide, o
amnio e o cdrion ou serosa, conforme ilustrado na Figura 2.2.

Saco vitelino

O endoderme, combinado com o mesoderme esplancnico, estende-se perifericamente
do embrido para a drea extra-embriondria, circundando o material vitelino onde se encontra o
blastodisco. Essa estrutura forma o saco vitelino, que contém o vitelo que alimenta o embrido.

O material nutritivo ¢ degradado em substancias digeridas pelas enzimas presentes no
endoderme do saco vitelino, ocorrendo a absor¢do pelos capilares da area vasculosa,
transportadas pelas veias vitelinicas a veia onfalomesentérica e, depois de passar pelo figado e
coragdo, sao distribuidas para todas as partes do embrido e tecidos extra-embrionarios.

Enquanto o embrido cresce, o saco vitelino regride e vai sendo interiorizado na linha
do intestino médio do embrido.

Alantéide

O alantdide esta presente apos 72 horas de incubagdo e tem a fungdo de estocar as
substancias excretadas durante o desenvolvimento embriondrio. A circulagcdo alantdidea
também absorve o cdlcio da casca que sera utilizado na formagdo do esqueleto do embrido,

dessa forma enfraquece a casca.



Amnio

O 4mnio estd presente com 33 horas de incubagdo. E uma bolsa que envolve o
embrido e faz a protecdo do contato com o meio ambiente. Entre o embrido e o &mnio existe
um espago chamado de cavidade amniodtica, que contém um liquido salino chamado liquido
amniotico.

Corion

O corion ¢ uma membrana que se desenvolve externamente ao saco vitelino e a
alantoide, envolvendo-os completamente ao final da segunda semana. Esta ligada ao
alantéide, formando, depois de alguns dias de incubacdo, uma membrana denominada cdrio-

alantoide.

Camara-de-ar Embriao . ,
Amnio

Alantoide

Saco vitelino

Albume

Membrana da casca

Figura 2. 2 - Esquema do ovo embrionado de galinha.

Fonte: Gonzales & Cesario, 2003

O desenvolvimento do embrido no periodo que se segue as condi¢des favoraveis de
incubag¢do é muito rapido, ocorrendo alteracdes a cada hora. Para a producdo da vacina, é de
interesse o desenvolvimento embrionario do nono dia (inoculagdo) e décimo segundo dia
(coleta de embrides).

O desenvolvimento nestes dias ¢ tal que aos nove dias o embrido comeca a ter
aparéncia propria da espécie, o bico, os apéndices superior e inferior estdo bastante
diferenciados. Por sua vez, aos doze dias, os dedos estdo completamente formados, as unhas
dos pés comecam a se formar. Completa-se o empenamento e esta terminada a utiliza¢do do

albume.



A temperatura ¢ um dos principais fatores que afetam o desenvolvimento
embriondrio. A ocorréncia de temperaturas baixas provoca o atraso no desenvolvimento e de
altas propicia o aumento no desenvolvimento.

Outro fator que merece ser apreciado ¢ a viragem dos ovos. O movimento ¢
importante para o embrido ndo se aderir a casca, além disso, este movimento, propicia o
crescimento adequado das membranas e mantém o equilibrio dos fluidos embrionarios

aumentando o intercambio de nutrientes do albume para o embrido.

2.11 - Avancos tecnolégicos e melhorias na qualidade

Em 1961, experimentos realizados pelo Dr. Alberto Romeu Nicolau, na Fiocruz - Bio-
Manguinhos, propiciaram melhoria do processo produtivo. A via de inoculagdo utilizada no
ovo embrionado de galinha era a amnidtica, esta via provocava uma perda de
aproximadamente 25 %, em razdo das lesdes ocasionadas no ato de inoculag@o. A inoculagdo
foi entdo alterada para a via vitelina, o que resultou em uma redug@o na mortalidade para 8 %,
obtendo-se poténcia similar (Nicolau, 1988).

No década de 1980, varios acontecimentos impulsionaram o LAFAM, permitindo o
aumento e a melhoria da qualidade na produgdo da vacina contra febre amarela.

Em 1980, foi estabelecido pelo Dr. Oscar Sebastido de Souza Lopez, a padronizacio
do método para determinagdo da poténcia da vacina em células Vero. Pela alta sensibilidade e
reprodutibilidade de resultados, este método, ja utilizado em outros centros de ciéncia,
proporcionou a reducdo em 1/3 do tempo necessario a obtencdo dos resultados das poténcias
das suspensdes virais e dos lotes de produto final produzidos.

Em 1982, ocorreu a mudanga definitiva na origem dos ovos utilizados na producdo. A
partir deste ano, todas as remessas de ovos utilizadas na produ¢do passaram a ser oriundas de
ovos de galinha de plantel SPF (Specific Pathogen Free), garantidos por testes especificos,
descritos na Tabela 2.5.

Essa modificagdo obrigou a unidade a incorporar técnicas para a deteccdo de
contaminantes enddgenos nesta matéria prima, além de propiciar a producdo de uma vacina

livre da leucose avidria.



Tabela 2.5 - Teste de Qualidade dos Ovos SPF

Agentes aviarios Antigenos Testes
Adenovirus Grupo | Sorotipos I - XII AGP/SN
Adenovirus Grupo II (HEV) Domermuth AGP
Adenovirus Grupo III (EDS) CLKK115D HI
Anemia Infecciosa das Galinhas - EIA
Bouba Avidria Conn AGP/OC
Bronquite Infecciosa das Galinhas Atk 99 HI/SN
Bronquite Infecciosa das Galinhas Conn A5968 HI/SN
Bronquite Infecciosa das Galinhas JMK HI/SN
Bronquite Infecciosa das Galinhas Mass 66579 HI/SN
Doenca de Gumboro M4040 (2512) AGP/SN
Doenga de Marek (Sorotipos 1, 2 e 3) SB-1 AGP
Doenca de Newcastle LaSota AGP/HI
Encefalomielite Avidria Van Roekel AGP/SN
Haemophilus paragallinarum - ocC
Influenza Aviéria (tipo A) T/W/66 AGP/HI
Laringotraqueite Infecciosa Cover AGP
Grupo Leucose/Sarcoma(Ac) RSV AeB EIA
Grupo Leucose/Sarcoma(Ag) AB,CD,E,J EIA
Mycoplasma gallisepticum A5969 SAP/HI
Mycoplasma meleagridis Yamamoto 529 SAP
Mycoplasma synoviae WVU 1853 SAP/HI
Paramixovirus tipo 2 Yucaipa HI
Paramixovirus tipo 3 61/PMV/WIS/68 HI
Reovirus S1113 AGP/SN
Reticuloendoteliose ATCC 770 (T) AGP
Rinotraqueite dos Perus SG761/88 SN
Rotavirus Ch-2 AGP
Salmonella pullorum/S. gallinarum H 95 SAP/SAT/IA
Salmonella sp. - 1A

Fonte: Sadia S/A, 2005



Em 1983, foram substituidos os liofilizadores de "cacho", que tinham capacidade para
aproximadamente 1.000 ampolas e apresentacdo de 100 e 200 doses, por um sistema de
liofiliza¢do em frascos que permitiu a producdo de lotes com 4.000 frascos, correspondendo a
200.000 doses (apresentagao de 50 doses).

Em 1984, baseados nos estudos do Dr. Oscar Sebastido de Souza Lopes, foi
incorporado o primeiro termo-estabilizador a vacina, melhorando substancialmente a sua
qualidade, fazendo com que a mesma suportasse temperaturas desfavoraveis de conservacgao
(37°C, por duas semanas), mantendo a poténcia minima requerida pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS). Nessa nova condicdo, as equipes de vacinagcdo no campo, em lugares
remotos, sem condi¢des de armazenamento adequados, trabalhavam com maior seguranca.

Em 1998, o processo de producdo da suspensdo viral foi otimizado. A etapa de
centrifugacdo da polpa embriondria, que era realizada no momento da formulagido do produto
final, foi antecipada, sendo realizada imediatamente apds a coleta dos embrides. O
sobrenadante (resultado da centrifugacdo) ¢ recolhido e estabilizado, sendo congelado e
armazenado, aguardando os resultados dos controles (esterilidade, micobactéria e poténcia).
Dessa forma o estoque de suspensdes virais aprovados, representa integralmente, o volume
disponivel para utiliza¢do nas formulacdes de lotes de vacinas na apresentacdo de 50 doses.

Em 1999, o grupo coordenado pelo Dr. Marcos da Silva Freire, estabeleceu a nova
formulagdo de 5 doses. Esta formulacdo melhorou sensivelmente a termo-estabilidade do
produto final, possibilitando a Bio-Manguinhos competir, com outros produtores, em
concorréncias internacionais para o fornecimento desse imunobiologico para programas de
imunizagdo patrocinados pelas Agéncias das Nagdes Unidas, principalmente para Africa,
América Central e do Sul.

No inicio do ano 2000, foi estabelecido o novo lote semente de trabalho (993FB013Z
SC — 286 EP - 43). Este lote foi aprovado em todos os testes recomendados pelas normas da
Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) e estd sendo utilizado na producdo das suspensdes
virais empregadas nas formulacdes de todos os lotes de vacinas (FA) fabricados por Bio-

Manguinhos.
2.12 - A producio hoje
Desde o inicio da producdo da vacina até a presente data foram produzidas no

LAFAM mais de 600.000.000 de doses, que foram utilizadas principalmente para atender a

demanda do Programa Nacional de Imunizacao (PNI).



Bio-Manguinhos sempre procurou manter suas unidades de produgdo e controle em
um bom nivel tecnologico. Nessa condi¢do, seu conjunto de laboratdrios foi inspecionado e
certificado por técnicos da Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Como resultado da
aprovacao, foi recebido o credenciamento necessario a produzir e comercializar a vacina
contra a febre amarela a nivel mundial. Com esta qualificagdo, em 2004, ja foram
comercializados ao nivel de exportagdes mais de 25.000.000 de doses, para 52 paises —

conforme informa a Figura 2.3 — com expectativas de aumento desses valores para 2005.

PORTACOES ﬁ;oo

Figura 2.3 - Mapa da localizagdo dos paises que adquiriram a vacina contra
febre amarela, fabricada por Bio-Manguinhos em 2004.

Fonte: Divisdo Comercial da Unidade.

O laboratério de produgdo de matéria prima, localizado no Pavilhdo Henrique Aragio,
tem capacidade para operar semanalmente 8.000 ovos embrionados.

O periodo necessario para a produgdo e controle desta vacina ¢ de 6 a 8 meses, desde a
encomenda de ovos a granja até a liberagdo da vacina para uso pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS). Logo, ¢ importantissimo que exista um estoque
estratégico de matéria prima, aprovada e pronta para ser formulada e liofilizada. Adotando-se

este procedimento , em caso de uma demanda urgente, a vacina pode ser disponibilizada em



menos de 20 dias. Neste sentido, o laboratorio vem gradativamente elevando a sua capacidade
de estocagem de matéria prima.

Bio-Manguinhos possui um laboratorio dedicado exclusivamente ao envase e
liofilizagdo da vacina contra a febre amarela (LALIO). Este setor dispde de dois
equipamentos com capacidade para liofilizar 40.000 frascos/5 doses. Pode ainda utilizar, em
regime especial, mais dois equipamentos existentes na planta industrial, cada um com a
capacidade de 72.000 frascos / 5 doses.

Estudos demonstraram a grande eficacia (acima de 95 %) desta vacina de virus
atenuado cepa 17DD, tanto em controlar como em prevenir epidemias (Lopes et al., 1988).

Via de regra, os efeitos colaterais sdo leves e de curta duragdo. Até 5 % dos vacinados
apresentam reacgdes locais e sistémicas leves, entre o 5° ¢ o 10° dia pds-vacinacdo. Efeitos
colaterais mais sérios s@o relacionados a hipersensibilidade imediata que ocorrem
eventualmente com incidéncia < 1/1.000.000 de doses aplicadas, e a encefalite que ocorre
quase que exclusivamente em criangas de baixa idade (Monath, 1999).

Reacdes adversas graves sdo raras. No entanto, seis casos de dbito secundario apds a
vacinacdo foram registrados e comprovados, ocorrendo um quadro de febre amarela vacinal.
Esses casos ocorreram com ambas as cepas utilizadas no mundo, sendo um caso na Austrélia,
trés casos nos EUA (17D-204) e dois casos no Brasil (17DD), (Martin et al., 2001;
Vasconcelos et al., 2001).

2.13 - Fundamentos do Controle Estatistico de Processos (CEP)

A utiliza¢do de métodos estatisticos modernos para a melhoria da qualidade tem forte
orientagdo para a engenharia e o gerenciamento.

A qualidade tornou-se uma das principais estratégias de negdcios e as organizagdes
que melhoraram a sua qualidade, aumentaram a sua produtividade e competitividade.

O Controle Estatistico de Processos (CEP) € constituido de um conjunto de técnicas e
ferramentas estatisticas, organizadas de modo a proporcionar, através de suas aplicagdes, a
manuten¢do e melhoria dos niveis de qualidade de um produto ou processo produtivo.

Apesar de ser uma ferramenta criada em 1920, quando Shewhart propds a aplicacdo de
cartas de controle na empresa de telefonia Bell Telephone Laboratories, continua sendo

desenvolvida e estudada por muitas institui¢des e praticada por diversas outras empresas.



2.13.1 - Conceito de processo

No processo de produg@o o conjunto de causas é uma combinacdo de materiais,
ferramentas, maquinas, métodos, pessoas e outras causas, que sdo representadas por variaveis

de entrada do processo.

Dessa forma, processo pode ser definido como um conjunto de causas que tém por
objetivo produzir um ou mais efeitos especificos (Campos, 1994).

Para Davenport (1994), processo € "um conjunto de atitudes estruturadas e medidas,
destinadas a resultar em um produto especificado para um determinado cliente ou mercado. E
uma ordenagdo especifica das atividades de trabalho, no tempo e no espago, tendo um inicio e
um fim e as entradas e saidas definidas claramente".

As wvaridveis de entrada possuem duas classificagdes distintas. Podem ser:
manipuladas ou ndo (distlirbios).

Manipuladas sdo aquelas sobre as quais se pode atuar, por exemplo: temperatura e
umidade.

Nao manipuladas (ou disturbios) sdo aquelas que, conhecidas, variam independente de

atuacdo, por exemplo: fatores ambientais.
2.13.2 - Caracteristicas da qualidade

O cliente considera qualidade como sendo um conjunto de elementos presentes em um
produto. Esses pardmetros sdo chamados de caracteristicas da qualidade (Montgomery,
2004). Podem ser de diversos tipos:

- Fisicos: largura, comprimento;

- Sensoriais: cor, gosto;

- Orientacdo temporal: durabilidade, confiabilidade.

Na aplicagdo da metodologia estatistica, os dados inerentes as caracteristicas da
qualidade sdo classificados em variaveis e atributos. As varidveis sdo aquelas cujos valores
podem ser expressos em termos de uma medida numérica (dimensdo, peso, volume). As
varidveis de atributo ndo podem ser representadas numericamente, nesse caso, usualmente a

classificacdo para cada item inspecionado ¢ "conforme" ou "ndo conforme" (Montgomery,

2004).



2.13.3 - Qualidade do produto

Pode-se definir qualidade de vérias maneiras. A defini¢do tradicional de qualidade ¢
"adequacgdo ao uso". Montgomery prefere adotar a definicdo moderna, que diz que "qualidade
¢ inversamente proporcional a variabilidade" (Montgomery, 2004).

Existem dois aspectos importantes da adequagao ao uso:

— Qualidade do projeto: € a variagdo intencional dos niveis de qualidade.

— Qualidade de ajustamento ou conformidade: é a condi¢do do produto manufaturado
em relagdo as especificacdes exigidas pelo projeto.

O conceito de produto defeituoso esta relacionado com qualidade no ajustamento. O
produto produzido deve possuir um valor alvo para que apresente o desempenho desejado.
Uma especificagdo ¢ composta de um valor nominal e uma faixa de tolerancia.

Pode-se afirmar que um produto apresenta qualidade de ajustamento ou esta conforme,
quando os resultados das medigdes de uma caracteristica da qualidade estdo dentro da faixa da

tolerancia especificada em projeto.

2.13.4 - Conceito de controle de processo

Controle de processos consiste de um conjunto de procedimentos adotados para
avaliar, manter ¢ melhorar os padrdes de qualidade em qualquer estdgio de fabricagdo,
levando em consideragdo o custo-beneficio (Paranthaman, 1990).

Manter o processo em seu estado planejado de modo que ele continue capaz de atingir
as suas metas, é outro conceito de controle de processo. Existem diversos fatores ou
acontecimentos, que tendem a prejudicar a capacidade do processo de atingir estas metas.
Através da acdo imediata, procura-se minimizar essas interferéncias.

O controle visa a garantir a qualidade do produto através de um conjunto de atividades
executadas sobre o processo (Juran, 1993).

O processo e o conjunto de recursos e atividades para seu controle sdo denominados
sistemas de controle. Os sistemas de controle podem ser classificados em detectivos e
preventivos (Schissatti, 1998).

Sistema de controle detectivo.

E o conjunto de atividades de monitoramento da qualidade do produto apds esse ter
sido produzido. A inspecdo ¢ o método utilizado, tendo como principal objetivo definir se
determinado produto ou lote ja produzido deve ou ndo ser aceito. O fluxo de controle

detectivo ¢ determinado pelas caracteristicas a seguir:



— Medig¢do do desempenho da caracteristica da qualidade;
— Avaliagdo dos resultados de desempenho: comparagdo com valores especificados;
— Ac¢@0 sob o produto: aceita ou rejeita.

Sistema de Controle Preventivo.

E o conjunto de atividades de controle das condi¢cdes do processo, que visa a evitar
que sejam produzidos produtos defeituosos. As técnicas mais utilizadas sdo o controle
estatistico de processos e controle automatico de processos. O fluxo de controle do processo
preventivo possui as seguintes etapas:

— Medig¢do de desempenho de uma variavel do processo ou caracteristica do produto;

— Avaliacdo dos resultados de desempenho: comparagdo com os valores especificados;

— Quando a avaliagdo indicar que o resultado do desempenho ndo foi atingido, ¢ tomada uma
acdo sobre o processo, visando a corrigir suas condigdes de funcionamento para evitar que
produtos defeituosos sejam produzidos.

O processo necessita ser controlado devido a trés motivos: variabilidade, entropia e
custo.

A variabilidade representa a medida da dispersdao de um conjunto de valores reais
apresentado por uma caracteristica de qualidade.

O histograma ¢ utilizado como uma ferramenta estatistica para demonstrar a
variabilidade do processo.

A variabilidade de um processo € representada pela variabilidade de suas saidas, isto &,
pela variabilidade dos valores de uma determinada caracteristica de qualidade, que por sua
vez ¢ funcdo das variabilidades das varidveis de entrada. Quando essas variabilidades sdo
significativas em relagdo as especificagdes de projetos, corre-se o risco de se ter produtos nao
conformes sendo este um dos motivos da existéncia do controle de processos.

A entropia esté relacionada a tendéncia natural de desordem das coisas no universo. O
efeito da entropia em um determinado processo pode ser explicado em um processo que
produz 100% de produtos conforme, atendendo plenamente as especifica¢des. Teoricamente,
esse seria um processo ideal. Contudo, nessas condigdes, ele necessita ser controlado, nem
que a freqiiéncia de controle seja bastante reduzida. O principal motivo € que as condi¢des
ndo sdo permanentes, podem se deteriorar com o tempo (Box, 1997). Se as fontes de
variagdo de um processo ndo forem efetivamente controladas, um processo em estado de
controle estatistico tende a um estado fora de controle. Segundo Box (1997), o controle
reduz, mas nao elimina, a influéncia da entropia.

Um determinado processo em uma fabrica pode estar operando em estado fora de

controle, logo representa maior custo. Baseado nessa abordagem, o controle do processo ¢



justificavel como redutor de custos (Montgomery, 1994). Logo, quanto mais produtos

conformes forem produzidos, mais reduzidos serdo os custos de fabricag@o.

2.14 - Ferramentas do CEP

O controle estatistico de processos consiste de ferramentas de resolugdo de problemas
util na obten¢@o de estabilidade do processo e na melhoria da capacidade através da redugdo
da variabilidade e constitui-se da utilizagdo de técnicas estatisticas para controlar um
processo. O CEP surgiu com Walter A. Shewhart na década de 1920. No estudo da
aleatoriedade dos processos industriais, W.A.Shewhart estabeleceu um sistema que permitiu
determinar se a variabilidade de um processo era aleatdria ou tinha origem em causas
especiais.

A coleta, representacdo e analise de dados de um processo sdo a base das técnicas
estatisticas (Owen, 1989).

Os graficos de controle sdo as ferramentas mais recomendadas para o controle da
qualidade de materiais, bateladas, itens etc., pois permitem avaliar se uma produgdo esta sob
controle (Feigenbaum, 1994). Sao classificados em cartas ou graficos de controle para
varidveis e para atributos. As primeiras se referem a aspectos como comprimento, densidade,
concentragdo etc. e exigem medi¢cdes em escala continua. As cartas para atributos estudam o
comportamento de numeros e propor¢des e caracterizam-se por apresentarem medigdes
descontinuas como aprovado ou reprovado.

O CEP ¢ uma metodologia que potencialmente permite conhecer o processo, manté-lo

sob estado de controle estatistico e melhorar sua capacidade.

2.14.1 - Variacao

As fontes de variagdo sdo atribuidas a matéria-prima, meios de medi¢do, maquinas,
operadores, meio-ambiente e fatores gerenciais. As causas de variacdo podem ser
exemplificadas pelo desgaste de ferramentas, matérias-primas fora das especificacoes,
métodos de trabalho incorretos, gerenciamento inadequados e erros de operagao.

As causas de varia¢do podem ser classificadas em comuns ou especiais.

Causas comuns fazem parte da natureza do processo € sdo responsaveis pela
variabilidade natural do processo (Graga, 1996), sdo dificeis de serem eliminadas pelo alto
custo. Demandam ag¢des gerenciais para a sua eliminagdo. Quando descobertas, devem ser

logo corrigidas para ndo comprometer o desempenho do processo.



Em um processo, a variacdo natural sempre existira e € inerente ao processo.

Causas especiais sdo mais claramente determinadas, sdo especificas, acidentais e
imprevisiveis, que afetam geralmente uma operacdo da maquina, operador inexperiente ou
periodo de tempo, sdo mais faceis de ser identificadas e quase sempre estdo no dominio do
operador ou gerente.

Um processo apresenta-se sob estado de controle estatistico quando sua variabilidade ¢
estatisticamente estavel e uniforme ao longo do tempo. Esse processo apresenta apenas causas
comuns de variagdo (Werkema, 1995).

Quando um processo apresentar uma variabilidade estatisticamente instdvel e ndo
uniformemente distribuida ao longo do tempo, esse processo esta fora de controle estatistico,

nesse caso apresenta causas comuns e especiais de variagao.

2.14.2 - Limites de controle

Qualquer que seja a distribuicdo da caracteristica da qualidade, ¢ comum determinar
os limites de controle por um multiplo do desvio padrdo (o) definido no grafico. Normalmente
o valor trés-sigmas € empregado nos graficos de controle.

Se os pontos obtidos estdo entre os limites de controle LIC (limite inferior de
controle) e LSC (limite superior de controle), determinados estatisticamente, e a trajetdria
formada pela seqiiéncia desses pontos segue um padrdo aleatdrio, conclui-se que o processo
esta sob controle, e nenhuma a¢do em principio € necessaria.

Quando um ponto cai fora dos limites de controle, ¢ evidenciado que o processo estd
fora de controle, isto €, pode existir uma ou mais causas especiais atuando, sendo necessaria a
tomada de agdes.

Mesmo que todos os pontos se encontrem entre os limites de controle, eles devem
estar aleatoriamente distribuidos. Testes de aleatoriedade sdo feitos para verificar se um
determinado processo pode ser considerado como sujeito a agdo de causas comuns de
variacdo, situacdo que o mesmo ¢ dito estavel. Por vezes, mesmo que todos os pontos do
grafico estejam dentro dos limites de controle, isso ndo significa, necessariamente, que nao
haja causas especiais atuando (Montgomery, 2004). A seguir alguns desses testes e seus

respectivos critérios sdo apresentados, sendo a Figura 2.4 1til na interpretacdo dos mesmos.

1 - Um ou mais pontos fora dos limites de controle;
2 - Seqiiéncia de pontos do mesmo lado da linha média — nove pontos consecutivos

do mesmo lado da linha média ;



3 - Presenga de ciclos ou tendéncias — seis pontos consecutivos aumentando ou
diminuindo / pontos oscilando para cima ou para baixo formando ciclos;

4 - Falta de variabilidade — quatorze pontos consecutivos se alternando para cima e
para baixo da linha média;

5 - Seqiiéncia de pontos proximos dos limites de controle — dois em trés pontos
consecutivos bem proximos dos limites de controle superior ou inferior, zona A;

6 - Seqiiéncia de pontos na zona B — quatro em cinco pontos consecutivos cairem na
zona B ;

7 - Pontos na zona C — quinze pontos consecutivos na zona C;

8 - Oito pontos seqiienciais em ambos os lados da linha central, sem nenhum ponto na
zona C.

O grafico de controle ¢ um artificio para descrever exatamente o que se entende por
controle estatistico.

Em muitas aplicagdes, ele ¢ usado para acompanhamento de processos, isto €, os
dados amostrais sdo coletados e usados para construir o grafico de controle. Se os valores
amostrais cairem dentro dos limites de controle ¢ ndo demonstrarem qualquer padrdo

sistematico, o processo estd sob controle no nivel indicado.

LSC 36

ZONA A

~ / ZONA B 20

lo
/ \ A / ZONA C

LINHA CENTRAL

/ \ / \/ ZONA C

lo
\/ ZONA B

20
ZONA A

LIC 30

Figura 2.4 - Grafico de controle mostrando as zonas de controle.

Se o interesse ¢ determinar se amostras dos processos estudados indicam controle
estatistico, o uso rotineiro dos graficos de controle possibilitard a reducdo da variabilidade,
conseqiientemente o processo serda melhorado.

O desenvolvimento de um sistema eficiente na corre¢do de causas especiais ¢ um

componente essencial de uma implementa¢ao de um CEP.



2.14.3 - Limites de especificacoes

As caracteristicas da qualidade s@o geralmente avaliadas em relagdo as especificagdes.
Para um produto manufaturado, as especificacoes sdo as medidas desejadas para as
caracteristicas de qualidade dos componentes de que se constitui o produto e que tenham os
valores desejados para as caracteristicas do produto ou processo. A medida que corresponde a
um valor desejado para uma determinada caracteristica de qualidade chama-se valor nominal
ou valor-alvo. As medidas devem ser limitadas por um intervalo de valores bem proximos do
alvo que, permanecendo neste intervalo, ndo causardo impacto na funcdo ou desempenho do
produto ou processo, sendo que o maior valor permitido ¢ chamado de limite superior de
especificagdo (LSE) e o menor valor permitido é chamado de limite inferior de especificagdo
(LIE).

Em determinadas situa¢des as caracteristicas de qualidade tém limites de
especificagdo apenas de um lado do alvo e podem também possuir limite superior de
especificagdo, mas ndo ter um limite inferior de especificagao.

Os produtos ou processo fora do padrdo ou ndo conformes ddo origem a uma nao-
conformidade, isto ¢ deixam de atender a uma ou mais especificacgoes.

Um produto ndo conforme ndo €, necessariamente, improprio para o uso. Ele ¢
considerado defeituoso se tem um ou mais defeitos, que ndo sdo ndo-conformidades sérias o
bastante para afetar significativamente o uso seguro e efetivo do produto (Montgomery,

2004).

2.14.4 - Capacidade do processo

Segundo Montgomery (Montgomery, 2004), o conceito de capacidade de um processo
¢ determinado por como a variabilidade inerente de um processo podem ser comparada com
as exigéncias ou especificacdes para o produto.

Quanto a capacidade, um processo pode ser capaz ou incapaz.

O processo ¢ chamado de capaz quando os resultados das medicdes das caracteristicas
de controle estdo dentro do intervalo especificado em projeto, ou seja, estatisticamente nao
estdo sendo produzidos produtos defeituosos.

O processo ¢ incapaz quando os resultados das medi¢des encontram-se fora dos limites
das especificagdes do projeto, ou seja, estatisticamente estdo sendo produzidos produtos

defeituosos.



Nao se faz a avaliacdo da capacidade do processo quando o mesmo estd fora de
controle estatistico; logo a capacidade de um processo s6 deve ser avaliada se a variagdo for
decorrente de causas comuns.

Para a avaliacdo da capacidade de um processo, os calculos dos indices de capacidade
Cp e Cpk sao os mais utilizados. Em um processo representando uma distribuicdo normal, ¢
comum utilizar uma dispersdo 6 sigmas (Montgomery, 2004). O indice de capacidade Cp,
também chamado de indice de capacidade potencial do processo, ¢ calculado pela diferencga
entre os limites de especificacdes LSE e LIE dividida por 6 sigmas, como mostra a Equagao
1.

Cp=(LSE-LIE)/60c (1)

Tal que ¢ ¢ o desvio padrao

Na equacgdo (1) o numerador representa a tolerancia especificada para o produto ou
processo, enquanto o denominador corresponde a dispersdao do processo (Variabilidade). Este
indice compara apenas os tamanhos da dispersdo do processo e do intervalo de tolerancia do
produto, ndo levando em consideragdo a posi¢do relativa entre ambos.

Para se medir em posi¢des relativas entre a dispersdo do processo e a tolerancia do
produto, ¢ utilizado o indice de capacidade real do processo, Cpk:

Cpl =(X-LIE)/3 0o (2)
Cpu =(LSE -X)/3 0 (3)
onde X representa a média das observagdes que representam o processo.
Cpk = min (Cpl, Cpu) 4)

Os valores de referéncia de Cp e Cpk variam de uma empresa a outra, em nosso estudo
utilizamos o valor de referéncia 1,33 — Esse valor indica que € possivel trabalhar com
dispersdo de amplitude 8 ¢ dentro do campo de tolerdncia do produto ou processo (Tabela

2.6).

Tabela 2.6 - Classificacdo da Capacidade de Processos Cpk

Indice Classificacao
Cpk < 1,00 Processo incapaz
1,00 <Cpk < 1,33 Processo relativamente capaz

Cpk =>1,33 Processo capaz




2.14.5 - Escolha e interpretacao dos Graficos

Os graficos de controle representam uma das técnicas estatisticas que apoiam o
controle de qualidade de um processo, fornecendo informacdes sobre suas variagdes, tanto de
carater aleatorio, quanto de carater deterministico (Toledo, 1987).

Basicamente os graficos de controle verificam principalmente se o processo estudado
¢ estatisticamente estavel, isto €, ndo ha atuacdo de causas especiais de variagdo, verifica
também se o processo estudado permanece estavel, sinalizando a necessidade de atuagdo
sobre 0 mesmo e finalmente permiti o aprimoramento do processo, reduzindo sua
variabilidade (Ramos, 2000).

A escolha do tipo de grafico de controle a ser utilizado ¢ determinada basicamente
pelas caracteristicas do processo a ser avaliado e podem ser empregados para analises de
variaveis e atributos. Os primeiros sdo caracterizados por apresentarem melhor desempenho,
pois necessitam de tamanhos menores de amostras e para sua obteng¢do ¢ necessario algum
tipo de medicdo (peso, resisténcia, comprimento, etc.). Os graficos de controle de atributos
sdo caracterizados por uma classificagdo direta, como por exemplo, aprovado ou reprovado.

Foi escolhido para desenvolvimento deste trabalho o Grafico de Controle de Shewhart
para Medidas Individuais, essa op¢do embora ndo seja a mais favoravel para detectar
pequenas mudangas nos processos, mostra-se adequada para situagdes onde sdo empregadas
medidas individuais. Existem outras Cartas de Controle como a CUSUM - Gréfico de
Controle para Soma Cumulativa - que ¢ adequada para detectar pequenas mudangas, mas as
Cartas de Shewhart sdo as mais largamente empregadas.

No Gréfico de Controle para Medidas Individuais qualquer deslocamento na média do
processo, acarretara um ou mais pontos fora dos limites de controle. Na interpretagdo do
Grafico de Amplitude Moével, devera ser levado em consideragdo a relacdo dos deslocamentos
das médias com o surgimento de picos. Montgomery afirma que, desde que haja cuidado na
interpretacdo e se baseie primeiramente no Grafico de Medidas Individuais, ndo havera
dificuldades na associagdo de ambos os graficos (Montgomery, 2004).

Se ambos os graficos exibirem padrdo ndo aleatorio, serdo eliminados primeiro as
causas atribuiveis no grafico R (amplitude movel). Na maioria dos casos, isso eliminara

automaticamente o padrio ndo-aleatério no grafico X (observagdes individuais).



3. METODOLOGIA

Neste topico, descreve-se cada uma das etapas envolvidas na produg¢do da vacina
contra febre amarela em Bio-Manguinhos. Os pontos selecionados para aplicacdo do CEP sao

também identificados nos fluxogramas do processo.

3.1 — Area de aplicacio do estudo

Com o objetivo de apoiar a produgdo de soros e vacinas € promover as campanhas de
saneamento defendidas por Oswaldo Cruz, foi criada, no ano de 1900, o Instituto Soroterdpico
Federal, hoje conhecido como Fundacdo Oswaldo Cruz. Essa institui¢do dedica-se ao
atendimento das necessidades brasileiras na area da saide publica. Situada no bairro de
Manguinhos, municipio do Rio de Janeiro, a Funda¢do Oswaldo Cruz (Figura 3.1) estd
instalada em um campus de mais de 800.000 m” onde se situam a maioria de suas unidades
técnico-cientificas e as unidades de apoio técnico-administrativas.

O cenario do presente trabalho é o Laboratorio de producdo da vacina contra febre
amarela, conhecido pela sigla LAFAM (Figura 3.2), o qual possui 33 funcionarios
subdivididos em quatro setores, trabalhando em turno tnico. Os seus principais clientes sao:

Ministério da Saude, OPAS e UNICEF.

Figura 3.1 - Castelo Mourisco
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Figura 3. 2 - Pavilhdo Henrique Aragido (LAFAM)

O LAFAM esta subordinado ao Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos,
denominado Bio-Manguinhos, que por sua vez estd voltado ao desenvolvimento tecnoldgico
nas areas de producdo de vacinas e reativos para diagndsticos, sendo também responsavel
pelas produgdes, dentre outros imunobioldgicos, das vacinas contra a Poliomielite, Difteria-
Tétano-Pertussis (DTP), Haemophilus Influenzae tipo b (Hib), Meningite A+C, além de
produzir testes para diagnosticos.

Bio-Manguinhos tem como missdo: "contribuir para a melhoria dos padrdes da saude
publica brasileira, por intermédio da pesquisa tecnoldgica e producdo de imunobioldgicos
capazes de atender a demanda gerada pelo quadro epidemioldgico do pais" (Bio-Manguinhos,

2004).

3.2 - Etapas do processo de producio da SV

3.2.1 - Aquisi¢ao dos ovos

Lotes de ovos, supostamente férteis e de postura recente, sdo recebidos semanalmente

pelo laboratorio, através de fornecedor qualificado.

3.2.2 - Selecio e incubacio dos ovos

Os ovos sdo inspecionados individualmente antes da incubag¢do, sendo descartados

ovos rachados e quebrados.



Os ovos selecionados sdo entdo arrumados em bandejas especiais e colocados nas
incubadoras (Figura 3.3), nas quais a temperatura e umidade interna s@o controladas. Durante
todo o periodo de incubagdo pré-inoculagdo, que ¢ de 9 dias, os ovos dentro das incubadoras

sdo virados por um sistema automatico.

Figura 3.3 - Vista interna da incubadora.

Os ovos s@o arrumados em suportes plasticos nas prateleiras dos carrinhos de
incubag¢@o que sdo posicionados dentro da incubadora.

3.2.3 - Ovoscopia pré-inoculacio

No nono dia de incubag¢do, imediatamente antes da inoculagdo, procede-se a ovoscopia
por transiluminagdo no ovoscopio (Figura 3.4). Este equipamento possui um feixe de luz forte
que quando acionado atravessa a casca dos ovos possibilitando a observacdo das estruturas
internas dos mesmos, para verificacdo da integridade, fertilidade e viabilidade dos embrides,

descartando-se os ovos ndo férteis ou com embrides mortos.

Figura 3.4 - Realizacdo da ovoscopia.



3.2.4 - Inoculacéo do virus

Os ovos sdo transferidos para um suporte especial, onde sdo arrumados em posi¢io

vertical, com a extremidade de maior didmetro voltada para cima.

A parte central da casca situada acima da bolsa de ar € desinfetada. Logo a seguir, os
suportes com 0s ovos sdo transferidos para a Area Limpa. Carboniza-se (Figura 3.5) uma area
de aproximadamente 2 mm na regido desinfetada. Para se obter o resultado desejado, ¢
necessaria uma boa regulagem na chama do macarico, que utiliza como combustivel o gas
butano. Com estilete estéril, faz-se um pequeno orificio no centro da area carbonizada (Figura

3.6). Nesse processo ¢ utilizado um estilete de ponta bem fina, que rompe a area fragilizada

pela carbonizag@o da casca, mostrada na Figura 3.5.

Figura 3.5 - Processo de carbonizagfo da Figura 3.6 - Perfuragdo da casca dos ovos.

casca dos ovos.

Inocula-se diretamente na cavidade vitelina, utilizando-se seringa de tuberculina
(Figura 3.7). Nesse momento ¢ introduzida uma aliquota do virus 17DD proveniente do lote
semente de trabalho. Apds a inoculacdo, os orificios dos ovos sdo selados (Figura 3.8). E
utilizada nesse processo uma cola fenolada de alta densidade que veda o orificio de

inoculagao.



Figura 3.7 - Inoculacdo do ovo. Figura 3.8 - Vedagio do orificio de inoculag@o.

Os ovos sdo, entdo, transferidos para suportes pléasticos e incubados, durante 3 dias, a
temperatura e umidade controladas. Estas incubadoras sdo utilizadas exclusivamente para

ovos inoculados (Figura 3.9).

Figura 3.9 - Colocagio da bandeja de ovos inoculados

no carrinho da incubadora.

Da suspensdo do inoculo, € retirada amostra para teste de esterilidade. A intervalos de

6 meses, ¢ feito teste de poténcia no lote-semente de trabalho.

3.2.5 - Ovoscopia pré-coleta

Apds 3 dias da inoculagdo, os embrides sdo coletados. Os ovos sdo retirados da

incubadora e submetidos a ovoscopia, descartando-se aqueles com embrides mortos.



3.2.6 - Coleta e trituracio dos embrides

Os ovos, com a bolsa de ar voltada para cima, sdo colocados em bandejas especiais de
metal (Figura 3.10), contendo suportes circulares de borracha. Com a chama de um macarico
de oxi-acetileno, produz-se um anel de carbonizacio na 4rea abaixo da camara de ar. Levanta-
se a calota dos ovos, por introdu¢do de uma espatula (Figura 3.11). Nessa operagdo, o embrido
fica apto a ser coletado. Com uma pinca, dente-de-rato cada embrido € coletado e colocado
em uma camara de trituracdo (Figura 3.12). Normalmente, agarra-se o embrido pelo pescogo
ou pelas patas. Adiciona-se diluente em cada cdmara de trituracdo onde estdo recolhidos os
embrides coletados (Figura 3.13). A camara de trituracdo é hermeticamente fechada, acoplada

em um motor elétrico e, em banho de gelo, os embrides sdo triturados (Figura 3.14). Apos a

trituracdo, o material € transferido para um frasco de centrifugacao (Figura 3.15).

Figura 3.10- Anel de carbonizagdo produzido Figura 3.11 - Rebatimento da calota realizado

com a chama de um magarico. com auxilio de espatula.

Figura 3.12 — Remocg&o do embrido do ovo Figura 3.13 - Adicdo de diluente a cAmara



Figura 3.14 — Triturac¢do dos embrides Figura 3.15 — Transferéncia do contetido de duas
em banho de gelo . camaras trituradoras para frasco de centrifugagio.

3.2.7 — Centrifugacio

O material ¢ centrifugado a temperatura e velocidades controladas (Figura 3.16). Cerca

de 40 % do volume inicial é constituido de residuos solidos.

Figura 3.16 - Material centrifugado.

3.2.8 - Preparo da suspensio viral

O sobrenadante resultante da centrifugag@o ¢ aspirado (por pressdo negativa) para um
frasco de armazenamento (Figura 3.17), de capacidade de 1000 ml. O volume ¢ verificado e,

de acordo com a quantidade, € estabilizado.



Figura 3.17 - Aspira¢o do sobrenadante .

De cada frasco, sdo retiradas amostras em duplicata para testes de esterilidade
(bacteriana e fungica), detec¢do de M. tuberculosis e poténcia (Figura 3.18). Os frascos sdo

hermeticamente fechados e identificados com um numero de série.

Figura 3.18 - Retirada das amostras.

3.2.9 - Congelamento e estocagem

Apos identificacdo, a suspensdo viral ¢ congelada (Figura 3.19). O congelamento ¢
realizado em uma maquina "Roller", que utiliza uma mistura refrigerante preparada com
alcool e dioxido de carbono. Apos o congelamento, os frascos sdo estocados a - 70°C (Figura
3.20). Os frascos congelados sdo armazenados horizontalmente em equipamentos de baixa

temperatura (-70°C) aguardando os resultados dos controles microbiologicos.



Figura 3.20 — Estocagem dos frascos

3.2.10 - Controle da suspensio viral

Teste de poténcia

O teste de poténcia (Figura 3.21) ¢ realizado pela determinag@o da concentracdo de
particulas virais na suspensdo, através da formagdo de placas de lise em monocamada de
cultivo de células VERO, método de PFU (Plague Forming Unit).

O teste serd valido se o titulo da vacina referéncia ndo variar mais do que 0,5 log10 do

titulo médio estabelecido.



Figura 3.21 — Placas de lise do virus vacinal

de febre amarela em células Vero

Teste de esterilidade

Pelo teste de esterilidade € verificada, em amostras de cada frasco de suspensdo viral,
a auséncia de microrganismos contaminantes (bactérias e fungos). Também sdo realizados

testes para deteccdo de Mycobacterium tuberculosis (humanos, bovinos e aviarios).

Teste de toxicidade especifica

7

Pelo teste de toxicidade especifica, é verificada a presenca de agentes adventicios

patogénicos na suspensao viral.

Resultados dos controles

Se os resultados forem insatisfatorios, os frascos de armazenamento correspondentes
serdo descartados.
Se os resultados forem satisfatorios, os frascos serdo mantidos em baixa temperatura (-

70 °C) até o momento de sua utilizacdo na preparacdo de um lote de vacina.



3.3 - Selecdo dos pontos de aplicacdo do CEP

Foram selecionados os pontos considerados de maior relevancia para o trabalho:

— Perdas de ovos no transporte;

— Ovos nio embrionados;

— Embrides mortos na primeira incubacao;

— Perdas de ovos na inoculagao;

— Embrides mortos na segunda incubagao;

— Perdas na coleta de embrides;

— Rendimento na coleta de embrides.

As Figuras 3.22 e 3.23 mostram os fluxogramas (I e II) do processo de producdo da
suspensao viral, identificando os pontos de coleta de informagdes para o CEP. O processo foi
descrito no Tépico 3. Optou-se por utilizar o sistema de coleta de dados existente. Esse
sistema ¢ informatizado possuindo protecdo contra invasdes e rastreabilidade, s6 podendo ser
utilizado com senha pessoal.

O programa utilizado no desenvolvimento do trabalho foi o STATISTICA da
StatSoft®, versdo 6, que oferece um amplo conjunto de ferramentas adequadas aos objetivos
propostos. Os dados dos levantamentos efetuados foram coletados durante 11 meses da
producdo da suspensdo viral, de fevereiro a dezembro de 2004.

Foram utilizadas 37 remessas de ovos. Cada remessa de ovos recebida para
processamento deu origem a duas produgdes (exceto a remessa 26 que originou somente uma

producdo). A remessa 33 ndo foi processada. Os dados utilizados na preparagdo deste

trabalho estdo inseridos na Tabela 3.2.

3.4 - Definicio das caracteristicas de qualidade dos processos

As caracteristicas de qualidade da produg@o a serem monitoradas pelo CEP foram
definidas pelas varidveis de perdas, apresentadas na Tabela 3.1. As caracteristicas
selecionadas pertencem a classe de dados denominada varidvel. O rendimento médio da SV
nesse mesmo periodo foi de 4,61 mL por embrido coletado. As perdas sdo calculadas pela
relacdo percentual entre os dados de entrada e de saida de cada etapa do processo e os
rendimentos sdo obtidos pela relacdo entre embrides coletados € o volume em mL de material

(suspensao viral) obtido.
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Figura 3.22 - Fluxograma do processo de producéo da suspenséo viral, identificando os

pontos de coleta de informagdes para o CEP (Fluxograma I).
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Figura 3.23- Fluxograma do processo de producdo da suspensao viral, identificando os

pontos de coleta de informagdes para o CEP (Fluxograma II).



Tabela 3.1 - Perdas no Processo de Produgdo da Suspensao Viral

Identificacio % de Perda Média no Processo
Ovos quebrados no transporte 0,67

Ovos ndo embrionados 2,18

Embrides mortos 1 incubagdo 4,67

Inoculagdo 2,02

Embrides mortos 2% incubacdo 9,27

Coleta 2,91

Perda total 21,72

3.5 - Sistema de coleta de dados

Rotineiramente todas as atividades de produgdo sdo registradas em protocolos
informatizados. Os valores langados sdo armazenados em um banco de dados que € protegido
por um sistema de seguranca. Essas informacdes foram utilizadas para a preparagdo dos

graficos e tabelas.

3.6 - Preparacio dos graficos de controle

As caracteristicas de qualidade escolhidas sdo expressas por numeros em escala
continua. Os graficos R (amplitude modvel) e X (observagdes individuais), que sao
amplamente utilizados para monitorar a média e a variabilidade de variaveis (Montgomery,

2004), foram preparados pelo software Statistica a partir dos dados coletados.



Tabela 3.2 — Dados relativos ao processamento das remessas 1 a 37 do ano 2004

Remessa Transporte

Nao

Mortos 1a

Inoculagado

Mortos 2°

Coleta

Rendimento

Embrionados Incubagao Incubagao
1 7.222 1.800 7,150 3.797 11.423 3.649 4,137
2 0,509 2,748 5,689 1.611 9.505 3.719 4,158
3 1.088 2,296 5.355 2.836 12,313 3.191 4,283
4 0.463 1.792 4.014 1.803 13.956 3.567 4.370
o) 0.355 1.856 4.215 3.874 12.437 3.048 4.101
6 0.452 1.484 4,453 1.855 11.180 3.020 4,316
7 1,944 2,315 8.032 3.353 10,936 3.133 4,110
8 2,523 2,184 5.436 3.146 12,749 2,534 4,725
9 0.324 3.534 2,704 2,216 6.960 2,390 4,754
10 1.366 1.925 5.221 1.271 9.122 1.974 4.839
11 2.269 1.963 7.381 2.905 9.843 2,592 4.483
12 0.204 1.434 3.189 1.254 5,246 1.903 4.888
13 0,111 1.793 3.432 2,165 8.371 2,714 4,697
14 0,259 1.642 4,450 1.816 7.323 2,580 5.371
15 0.259 1.934 5.090 2,107 8.121 2,574 & okoro)
16 0.148 1.976 4,218 1.047 7.236 3.062 4.576
17 0.296 1.487 2.421 1.635 10.785 2479 5.095
18 0.222 1.928 2.617 1.362 8.794 4,285 4,572
19 0,130 2,352 3.452 1.315 7,595 4,054 4,492
20 0.222 1.694 4,455 2,467 9.840 3.599 4,752
21 0.185 2,148 5.209 1.763 8.228 2,368 5.063
22 0.296 2.317 4.996 1.823 10.189 3.439 4,743
23 0.259 2.791 4.083 2.033 8.377 2.406 4,487
24 0.148 2,618 3.206 0.667 7.952 2,563 4,794
25 0.222 3.721 2,202 2,267 7.331 4,268 4,176
26 0,130 2,446 4,722 3.115 9.395 2415 4,402
27 0.111 2,636 4,911 1.324 7.567 2,574 4,342
28 0.111 2,484 4,475 2.903 7.476 2.538 4,416
29 0.241 2,221 4.803 1.065 5.590 1.908 4.594
30 0.648 1.559 4,696 1.400 6.997 2,103 4.564
31 0,241 1.736 4,845 1.407 8.116 2,447 3.994
32 0,241 2,302 3.377 1.023 7.277 2,056 3.871
34 0.167 2,675 6.849 2.465 10.071 2.886 4,949
35 0.167 2.068 4,212 1.936 10.179 2.827 4.823
36 0.247 2.833 5.411 1.459 9.261 3.978 4.696
37 0.316 1.741 7.327 2.321 15.967 4.154 4,799

Obs: A Remessa 33 ndo foi processada



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Introducio

A proposta inicial foi implementar um modelo simples e eficiente de controle
estatistico de processo na area voltada a produgdo de imunobiologicos, especificamente na
producdo intermedidria da vacina contra a febre amarela.

Os processos de producdo intermedidrios realizados no ano de 2004 foram
conceitualmente estudados e estatisticamente avaliados, possibilitando definir quais das
caracteristicas da qualidade eram criticas para o processo.

Foi também avaliada a necessidade de aumentar o nimero e a qualidade das
informagdes coletadas. Os resultados indicam que o atual sistema ¢ satisfatorio.

Com a aplicagdo dos testes de Kolmogorov-Smirnov, verificou-se que os processos
possuem Distribuicdo Normal. Os graficos de probabilidade normal que atestam estes
resultados estdo inseridos no Apéndice I.

Todo o desenvolvimento do sistema CEP foi efetuado especificamente com o
aplicativo Statistica®.

Os resultados sdo descritos a seguir.

4.2 - Resultados da variavel "perdas no transporte"

Este processo esta descrito no Topico 3 (itens 3.2.1 e 3.2.2).

As Figuras 4.1 e 4.2 apresentam respectivamente o grafico de controle para amplitudes
moveis e o grafico de controle para observagdes individuais, elaborado a partir das 26
informagdes iniciais obtidas através da diferenca entre a quantidade de ovos recebidos ¢ a
quantidade de ovos descartados por quebra. Estes valores estdo expressos em percentuais de
ovos quebrados contidos em cada remessa , conforme se verifica na Tabela 3.2 (Item:
transporte).

Em ambas as figuras, esta evidenciado um ponto fora dos limites de controle (remessa
1). Constata-se também uma mudanca de comportamento a partir da remessa de numero 12.
As causas para a citada mudanca de comportamento foram avaliadas e identificadas.

Identificou-se uma mudanga do meio de transporte dos ovos da granja até o laboratorio.



Nas primeiras 11 remessas, o transporte era realizado por via rodoviaria e aérea; isto
¢, os ovos eram transportados da granja para o aeroporto por via rodovidria, onde eram
embarcados em avido comercial até o Rio de Janeiro, seguindo por via rodoviaria até o
laboratorio. Apds a 12° remessa, inclusive, passaram a ser transportadas exclusivamente pela
via rodovidria em viatura climatizada, de propriedade da prépria granja, fazendo a rota direta

da granja até o laboratério. Esse novo procedimento ja foi incorporado ao processo.
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Figura 4.1 - Perdas no transporte: grafico de controle para amplitude movel.
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Figura 4.2 - Perdas no transporte: grafico de controle para observagdes
individuais.



Apos a eliminagdo das causas especiais, foram inseridas 5 novas medidas referentes as

remessas 27 a 31, Figuras 4.3 e 4.4, que apresentaram pontos fora de controle (remessa 30).

Pesquisada a causa especial, através de entrevista com o condutor da viatura, atribuiu-se as

mas condi¢des das ruas no trajeto a mais provavel causa no aumento

remessa.
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Figura 4.3 - Perda no transporte: grafico de controle para amplitude movel, com
inser¢do de novas medidas.
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Figura 4.4 : Perdas no transporte: grafico de controle para observagdes
individuais, com inser¢do de novas medidas.

31

Identificada e removida a medida que resultou a causa especial (remessa 30), foi

elaborado um novo grafico de controle para amplitude mével (Figura 4.5) e o grafico para

observag¢des individuais (Figura 4.6).



A nova andlise do processo (Figuras 4.5 ¢ 4.6) indica que o mesmo esta sob controle
estatistico, uma vez que o comportamento das amostras nos dois graficos apresentam
caracteristicas sob controle; logo, os limites de controle obtidos nessa andlise podem ser
utilizados nas avaliagdes do processo. Constitui-se assim a Tabela 4.1.
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FKgura 4.5 - Perdas no transporte: grafico de controle para amplitude
movel, causa especial removida.
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Figura 4.6 - Perdas no transporte: grafico de controle para observagdes
individuais, causas especiais removidas

Tabela 4.1 — Limites de Controle Para Perdas no Transporte de Ovos.

Limites de controle Amplitudes moéveis Observacoes individuais
LSC 0,24869 0,40222
LC 0,07613 0,19981

LIC 0,0000 -0,00260




Fica evidenciado pelas avaliagdes das Figuras 4.7 e 4.8 que o processo de transporte
dos ovos SPF (Detec¢do de ovos quebrados e ou rachados) da granja até o laboratorio, apds a
mudanca efetuada a partir da remessa 12, estd sob controle estatistico, atendendo

integralmente aos requisitos estabelecidos no Topico 2 (item 2.14.2).
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Figura 4.7 - Perdas no transporte: grafico de controle para amplitude movel,
processo sob controle estatistico.
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Figura 4.8 - Perdas no transporte: grafico de controle para observagdes
individuais, processo sob controle estatistico.

O estudo da variavel "perdas no transporte" mostra que o processo estd sob controle
estatistico; dessa forma, foi calculada a capacidade real desse processo. Foi estabelecido pelo
LAFAM, que para cada caixa de ovos (360 unidades), serd aceitdvel como limite superior de
perda, a quebra de uma unidade, que corresponde ao percentual de 0,3 % (LSE). A Figura 4.9

apresenta o resultado dessa avaliacdo.



Histograma de Capacidade : Perdas no transporte
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Figura 4.9 - Perdas no transporte: Histograma de Capacidade.

Pela analise da Figura 4.9 - Histograma de Capacidade, o processo de transporte de

ovos (perdas) ¢ incapaz, Cpk = 0,51 (valor nominal adotado = 0,1998).

4.3 - Resultados da variavel "ovos nio embrionados"

Este processo esta descrito no Topico 3 (item 3.2.3).

As Figuras 4.10 e 4.11 apresentam respectivamente o grafico de controle para
amplitudes mdveis e o grafico de controle para observagdes individuais, elaborados a partir
das 26 medidas iniciais obtidas através da relagdo entre a quantidade de ovos recebidos e a
quantidade de ovos ndo embrionados detectados por ovoscopia no nono dia de incubagdo.
Estes valores estdo expressos em percentuais de ovos ndo embrionados contidos em cada

remessa , conforme se encontra na Tabela 3.2 (item: ndo embrionados).
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Figura 4.10 - Ovos ndo embrionados: grafico de controle para amplitude movel.
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Figura 4.11 - Ovos ndo embrionados: grafico de controle para observagdes
individuais.

Avaliando a Figura 4.10 ndo se encontra qualquer ponto fora de controle; porém, na
Figura 4.11 fica evidenciado que existe um ponto fora de controle (remessa 25).

Nao ¢é possivel determinar seguramente qualquer causa especial relacionada a essa
varidvel. Uma das causas pode ser atribuida ao processo de fertilizag@o das galinhas.

Ap0s a retirada da informagao da remessa 25, foram obtidas as Figuras 4.12 ¢ 4.13.

Grafico R: ,46330 (,46330); Sigma: ,35003 (,35003); n: 1,
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Figura 4.12 - Ovos nio embrionados: grafico de controle para amplitude mével,
causa especial referente a informagdo da remessa 25 removida.



Grafico X: 2,0985 (2,0985); Sigma: ,41059 (,41059); n: 1,
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Figura 4.13 - Ovos ndo embrionados: grafico de controle para observagdes
individuais, causa especial referente a remessa 25 removida.

Observa-se que em ambas as Figuras, 4.12 e 4.13 sao encontrados pontos fora dos
limites de controle e, da mesma forma, ndo foi possivel encontrar nenhuma causa especial
envolvida. Optou-se também em remover as informagdes das remessas 9 e 10.

Apos a retirada das informacdes das remessas 9 e 10, foram obtidas as Figuras 4.14 ¢

4.15.
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41,2394

A I\~/\ A :,37942
VAL

5 12 17 22

Amplitude movel

0,0000

Numero do lote da remessa de ovos.

Figura 4.14 - Ovos nio embrionados: grafico de controle para amplitude mével,
causas especiais referentes as informagdes das remessas 9 e 10 removidas.
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Figura 4.15 - Ovos ndo embrionados: grafico de controle para observagdes
individuais, causas especiais relativas as informagdes das remessas 9 e 10
removidas.

Na avalia¢do das Figuras 4.14 e 4.15 observa-se que ndo existem pontos fora dos
limites de controle. Desta forma, o processo foi considerado sob controle estatistico,
atendendo a todas as regras estabelecidas no Tépico 2 (item 2.14.2). Logo, os limites de

controle obtidos nessa andlise podem ser utilizados nas avaliagdes do processo (tabela 4.2).

Tabela 4.2 - Limites de Controle Para Ovos Ndo Embrionados.

Limites de controle Amplitudes moéveis Observacoes individuais
LSC 1,2394 3,0523
LC 0,37942 2,0435
LIC 0,0000 1,0348

Foram coletadas novas informagdes relativas as remessas 27 a 37. Novos graficos de

controle foram feitos e sdo exibidos nas Figuras 4.16 ¢ 4.17.
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Figura 4.16 - Ovos ndo embrionados: grafico de controle para amplitude mével,
processo sob controle estatistico.



Grafico X: 2,0979 (2,0435); Sigma: ,36781 (,33625); n: 1,
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Figura 4.17 - Ovos ndo embrionados: grafico de controle para observagdes
individuais, processo sob controle estatistico.

Ao serem aplicadas as regras descritas no Tépico 2 (item 2.14.2), o critério de nimero
6 nao foi atendido (remessas 22 a 28). Apesar disso, sera considerado pelas avaliagdes das
Figuras 4.16 e 4.17, que o processo analisado estd em condigdes satisfatorias ou sob
controle. Montgomery (2004) recomenda muito cuidado na utilizagdo das regras
sensibilizantes
Dessa forma, foi calculada a capacidade real do processo, tomando como padrdo o
indice de ovos ndo embrionados normalmente alcangados nas granjas especializadas, valores
entre 3% e 4% (Macari & Gonzales, 2003). Assim foi definido pelo LAFAM o indice de 3%
como sendo o percentual limite aceito (LSE). A Figura 4.18 apresenta o resultado dessa
avaliagdo.
Histograma de Capacidade: Ovos nfio embrionados
SD: 0,3654; Cpk: 0,8223
SD: 0,4110; Ppk: 0,7310
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Figura 4.18 - Ovos ndo embrionados: Histograma de Capacidade.

Pela andlise da Figura 4.18 - Histograma de Capacidade, o processo de fertilizagdo dos

ovos (ovos nao embrionados), ¢ um processo incapaz, Cpk = 0,82 (valor nominal = 2,044).



4.4 - Resultados da variavel ""embriées mortos na primeira incubacio"

Este processo esta descrito no Topico 3 (itens 3.2.2 e 3.2.3).

As Figuras 4.19 e 4.20 apresentam respectivamente o grafico de controle para
amplitudes moveis e o grafico de controle para observagdes individuais, elaborado a partir das
26 medidas iniciais obtidas através da relacdo entre a quantidade de ovos incubados e a
quantidade de ovos com embrides mortos detectados por ovoscopia, apoés o nono dia de
incubacdo. Esses valores estdo expressos em percentuais de ovos com embrides mortos

contidos em cada remessa, conforme se encontra na Tabela 3.2 (item: mortos 1 incubac¢?o).
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Figura 4.19 - Embrides mortos na primeira incubaggo: grafico de controle para
amplitude movel.
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Figura 4.20 - Embrides mortos na primeira incubagdo:grafico para observagdes
individuais.

Na avaliagdo das Figuras 4.19 e 4.20, observa-se que nao existem pontos fora dos
limites de controle; dessa forma, o processo foi considerado sob controle estatistico,
atendendo a todas as regras preestabelecidas no Topico 2 (item 2.14.2). Logo, os limites de
controle obtidos nessa analise podem ser utilizados nas avaliagcdes do processo. A Tabela 4.3

foi entdo elaborada.



Tabela 4.3 - Limites de Controle Para Embrides Mortos na Primeira Incubagéo

Limites de controle Amplitudes moveis Observacoes individuais
LSC 4,4734 8,1561
LC 1,3695 4,5151
LIC 0,0000 0,87413

Foram coletadas novas informagdes relativas as remessas 27 a 37. Novos graficos de
controle foram feitos e sdo exibidos nas Figuras 4.21 e 4.22. Fica evidenciado pela avaliagao

dessas figuras que o processo estd sob controle estatistico, atendendo integralmente aos

requisitos estabelecidos no Topico 2 (item 2.14.2).
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Figura 4.21 - Embrides mortos na primeira incubagdo: grafico de controle para
amplitude movel, com insergdo das informagdes das remessas 27 a 37.
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Figura 4.22 - Embrides mortos na primeira incubagéo: grafico de controle para

observagdes individuais, com inser¢do das informagdes individuais das remessas
27 a 37.

O estudo da variavel "embrides mortos na primeira incubagdo" mostra que o processo
esta sob controle estatistico; dessa forma foi calculada a Capacidade real desse processo.
Assim foi estabelecido pelo LAFAM que o limite maximo de perda serd de 9% (LSE). A

Figura 4.23 apresenta o resultado dessa avaliag@o.

Histog rama deC apacid ade: Embrides mortos na primeira incubagio
SD: 1,168; Cpk: 1,23
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F igura 4.23- Embrdes mortos na primera hcubaga o: Histogmama de Capacidade.

Pela andlise da Figura 4.23 - Histograma da Capacidade, o processo de incubagdo de
ovos, correspondente a varidvel "embrides mortos na primeira incubacdo" ¢ relativamente

Capaz, Cpk = 1,23 (valor nominal = 4,515).



4.5 - Resultados da variavel ""perdas na inoculacio"

Este processo esta descrito no Topico 3 (item 3.2.4).

As Figuras 4.24 e 4.25 apresentam respectivamente o grafico de controle para
amplitudes mdveis e o grafico de controle para observagdes individuais, elaborados a partir
das 26 informag¢des iniciais obtidas através da relacdo entre a quantidade de ovos
encaminhados para a inoculagdo e a quantidade de ovos descartados no processo de
inoculagdo. Esses valores estdo expressos em percentuais de perda contidos em cada remessa,

conforme se pode apreciar na Tabela 3.2 (item: inoculagdo).
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Figura 4.24 - Inoculagdo: grafico de controle para amplitude mével.
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Figura 4.25 - Inoculagdo: grafico de controle para observagdes individuais.



Na avaliacdo das Figuras 4.24 e 4.25, observa-se que ndo existem pontos fora dos
limites de controle. Dessa forma, o processo foi considerado sob controle estatistico,
atendendo a todas as regras preestabelecidas no Topico 2 (item 2.14.2). Logo, os limites de

controle obtidos nessa analise podem ser utilizados nas avaliagdes do processo. Assim, foi

elaborada a Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Limites de Controle para Perdas no Processo de Inoculagdo.

Limites de controle Amplitudes moéveis Observacoes individuais
LSC 3,2483 4,7786
LC 0,99443 2,1348
LIC 0,0000 -0,50912

Foram coletadas novas informagdes relativas as remessas 27 a 37. Novos graficos de
controle foram feitos e sdo exibidos nas Figuras 4.26 e 4.27. Fica evidenciado pela avaliagao

dessas figuras, que o processo estd sob controle estatistico, atendendo integralmente aos

requisitos estabelecidos no Tépico 2 (item 2.14.2).
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Figura 4.26 - Inoculagéo: grafico de controle para amplitude mével, com
inser¢do das informagdes das remessas 27 a 37.
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Figura 4.27 - Inoculagéo: grafico de controle para observagdes individuais, com
inser¢do das informagdes das remessas 27 a 37.

O estudo da variavel "perdas na inoculagdo" mostra que o processo esta sob controle
estatistico; dessa forma, foi calculada a capacidade real do processo. Foi estabelecido pelo
LAFAM que o limite méximo de perdas serd de 5% (LSE). A Figura 4.28 - apresenta o

resultado dessa avaliagdo.

Histograma de Capacidade: Perdas na inoculagdo
SD: 0,8635; Cpk: 1,149
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Figura 4.28 - Perdas na inoculagdo: Histograma de Capacidade.

Pela analise da Figura 4.28 - Histograma da Capacidade, o processo de inoculagdo,
correspondendo a varidvel , perdas na inoculagdo ¢ relativamente Capaz, Cpk = 1,15 (valor

nominal = 2,135).



4.6 - Resultados da variavel "embridoes mortos na segunda incubacio"

Este processo esta descrito no Topico 3 (Item 3.2.5).

As Figuras 4.29 e 4.30 apresentam respectivamente o grafico de controle para
amplitudes moéveis e o grafico de controle para observacgdes individuais, elaborados a partir
das 26 amostras iniciais obtidas através da relagdo entre a quantidade de ovos incubados pds-
inocula¢do e a quantidade de ovos com embrides mortos detectados por ovoscopia apos o
décimo segundo dia de incubagdo. Esses valores estdo expressos em percentuais de ovos com

embrides mortos contidos em cada remessa, conforme se localiza na Tabela 3.2 (item: mortos

2% incubacio).
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Figura 4.29 - Embrides mortos na segunda incubagdo: grafico de controle para
amplitude movel.
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Figura 4.30 - Embrides mortos na segunda incubag@o: grafico de controle para
observagdes individuais.



Pela andlise das figuras 4.29 e 4.30, observa-se que embora as amostras estejam
dentro dos limites de controle, existe uma interferéncia no processo referente as oito primeiras
remessas. Todas as informag¢des nessa série (remessas 01 a 08) estdo acima da linha média,
dessa forma foi considerada a ocorréncia de causa especial. Apds rastreamento, identificou-se,
nos dados do apéndice II (Dados referentes a origem dos ovos SPF) a existéncia de um fator
comum pertinente a essas remessas. Esse fator € a procedéncia do galpdo e lote das aves que
realizam a postura de ovos (galpdo 305, lote 0702). Apds a retirada das informagdes
referentes as remessas 01 a 08 ¢ a remessa 11, foram inseridas as informagdes referentes as

remessas 27 a 29. Foram obtidas as Figuras 4.31 e 4.32.
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Figura 4.31 - Embrides mortos na segunda incubagdo: grafico de controle para
amplitude movel, causas especiais relativas as remessas 1 a 8 e 11 removidas, e
insercdo das informagdes relativas as remessas 27 a 29.
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Figura 4.32 - Embrides mortos na segunda incubagdo: grafico de controle para
observagdes individuais, causas especiais relativas as remessas 1 a 8 e 11
removidas, e inser¢do das informagdes relativas as remessas 27 a 29.

Na avaliagdo das Figuras 4.31 e 4.32, observa-se que ndo existem pontos fora
dos limites de controle; dessa forma, o processo foi considerado sob controle estatistico,

atendendo a todas as regras estabelecidas no Tépico 2 (Item 2.12.2). Logo, os limites de



controle obtidos nesta andlise podem ser utilizados nas avaliagdes do processo. A Tabela 4.5

foi entdo feita.

Tabela 4.5 - Limites de Controle para Embries Mortos na 2* Incubago.

Limites de controle Amplitudes moéveis Observacoes individuais
LSC 5,7040 12,717
LC 1,7462 8,0748
LIC 0,0000 3,4322

Foram coletadas novas informagdes relativas as remessas 30 a 37. Novos graficos de

controle foram feitos e sdo exibidos nas Figuras 4.33 ¢ 4.34.
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Figura 4.33 - Embrides mortos na segunda incubagdo: grafico de controle para
amplitude moével, com inser¢do das informagdes referentes as remessas 30 a 37.
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Figura 4.34 - Embrides mortos na segunda incubagdo: grafico de controle para
observagdes individuais, com inser¢do das informagdes referentes as remessas 30
a37.



Fica evidenciado nas Figuras 4.33 e¢ 4.34 o aparecimento de uma causa especial,
referente a remessa 37, que apresentou resultado insatisfatorio ndo atendendo integralmente
aos requisitos estabelecidos no Topico 2 (Item 2.14.2) critério niamero 1.

Foi pesquisada a causa e, apos analise dos registros automatizados das incubadoras de
ovos, nas quais o comportamento diario da temperatura e umidade ¢ automaticamente
monitorado, foi constatada uma falha no registro dos dois primeiros dias de incubag@o.
Devido a uma oscilagdo momentanea no fornecimento de energia elétrica para o prédio, o
sistema de monitoramento desligou; dessa forma, qualquer alteracdo nas variaveis,
temperatura ¢ umidade ndo foram registradas. Essa falha foi corrigida religando-se
manualmente o equipamento. Na seqiiéncia de monitoramento até o décimo segundo dia, ndo
foi observado nenhuma anormalidade; as varidveis temperatura e umidade encontravam-se
dentro das especificagdes estabelecidas. Dessa forma ndo foi possivel confirmar a ocorréncia
de falhas na fase inicial do processo.

Removendo-se o ponto referente a essa remessa, constata-se que o processo encontra-

se sob controle estatistico, Figuras 4.35 e 4.36.
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Figura 4.35 - Embrides mortos na segunda incubagdo: grafico de controle para
amplitude movel, processo sob controle estatistico.



Grafico X: 8,2076 (8,0748); Sigma: 1,4308 (1,5475); n: 1,
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Figura 4.36 - Embrides mortos na segunda incubagio: grafico de
controle para observagdes individuais, processo sob controle estatistico.

O estudo da variavel "embrides mortos na segunda incubacado" mostra que o processo
esta sob controle estatistico, dessa forma foi calculada a capacidade real do processo. Foi
estabelecido pelo LAFAM, que o limite percentual de perda neste processo serd de 14%

(LSE). A Figura 4.37 apresenta o resultado dessa avaliag@o.

Histograma de Capacidade: Embrides mortos na segunda incubagdo
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Figura 4.37 - Embrides mortos na segunda incubagdo: Histograma de capacidade.

Pela analise da Figura 4.37 - Histograma da Capacidade, o processo de incubagdo de
ovos, correspondente a varidvel, embrides mortos na segunda fase de incubacgdo, ¢ Capaz,

Cpk = 1,35 (valor nominal = §,075).



4.6 - Resultados da variavel" perdas na coleta de embrides"

Este processo esta descrito no Topico 3 (item 3.2.6)

As Figuras 4.38 e 4.39 apresentam respectivamente o grafico de controle para
amplitudes moveis e o grafico de controle para observagdes individuais, elaborado a partir das
26 medidas iniciais obtidas através da relacdo entre a quantidade de ovos encaminhados para
a coleta de embrides e a quantidade de ovos descartados no processo de coleta, esses valores
estdo expressos em percentuais de perda contidos em cada remessa, conforme a Tabela 3.2

(item: coleta).
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Figura 4.38 - Coleta de embrides: grafico de controle para amplitude movel.
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Figura 4.39 - Coleta de embrides: grafico de controle para observagdes
individuais.
Na avalia¢do das Figuras 4.38 e 4.39 observa-se que ndo existem pontos fora dos

limites de controle. Portanto o processo foi considerado sob controle estatistico, atendendo a

todas as regras estabelecidas no Tdpico 2 (item 2.14.2). Logo os limites de controle obtidos



nesta analise podem ser utilizados nas avaliagdes do processo. A Tabela 4.6 foi, por

conseguinte, escrita.

Tabela 4.6 - Limites de Controle para Perdas no Processo de Coleta.

Limites de controle Amplitudes moéveis Observacoes individuais
LSC 2,0467 4,6477
LC 0,62657 2,9818
LIC 0,0000 1,3160

Foram coletadas novas informagdes relativas as remessas 27 a 37. Novos graficos de

controle foram feitos e sdo exibidos nas Figuras 4.40 e 4.41.
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Amplitude movel
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Numero do lote da remessa de ovos.

Figura 4.40 - Coleta de embrides: grafico de controle para amplitude movel,
com inser¢do das informagdes das remessas 27 a 37.

Grafico X: 2,9166 (2,9818); Sigma: 0,49719 (0,55528); n: 1,
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Figura 4.41 - Coleta de embrides - grafico de controle para observagdes
individuais, com inser¢do das informagdes referentes as remessas 27 a 37.

Embora o critério 2 (item 2.14.2) ndo tenha sido atendido (remessas 26 a 34),

considera-se pelas Figuras 4.40 e 4.41, que o processo de coleta, referente ao percentual de



perda, estd em condigdes satisfatérias ou sob controle estatistico.
aconselha ter cuidado na utilizagdo indiscriminada das regras sensibilizantes, a medida em

que essas regras suplementares sdo aplicadas nos graficos, maior ¢ a dificuldade do processo

de decisdo.

O estudo

considerado sob controle estatistico; assim, foi calculada a capacidade real desse processo.
Foi estabelecido pelo LAFAM que o percentual de perda maxima serd de 5% (LSE). A

Figura 4.42, Coleta de embrides - Histograma de Capacidade, apresenta o resultado dessa

avaliagdo.

Pela andlise da Figura 4.42 - Histograma da Capacidade, o processo de coleta de

embrides, correspondendo a varidvel perda no processo de coleta, é Capaz, Cpk = 1,40 (valor

nominal = 2.982).

da varidvel perda na coleta de embrides mostra que o processo foi

Histograma de Capacidade: Coleta de embrides
SD: 0,4972; Cpk: 1,397
SD: 0,6953; Ppk: 0,9988
Nom.: 2,982; LSE: 5,000
Nominal +3,*S
-3,*S LSE
12 v T

10

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5

Figura 4.42 - Coleta de embrides - Histograma de Capacidade

4.7 - Resultados da variavel "rendimento na coleta de embrides"

Montgomery (2004)



As Figuras 4.43 e 4.44 apresentam respectivamente o grafico de controle para
amplitudes mdveis e o grafico de controle para observagdes individuais, elaborados a partir
das 26 medidas iniciais obtidas através da rela¢do entre o numero de embrides coletados e o
volume em mL de suspensdo viral obtida. Esses valores estdo expressos em percentuais € sao

calculados para cada remessa, estando arrumados na Tabela 3.2 (item: rendimento).

Grifico R: 0,29969 (0,29969); Sigma: 0,22642 (0,22642); n: 1,

4 ,97896

A
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Amplitude movel

Numero do lote da remessa de ovos

Figura 4.43 - Rendimento na coleta de embrides: grafico de controle para
amplitude movel

Grafico X: 4,6046 (4,6046); Sigma: 0,26560 (0,26560); n: 1,
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Figura 4.44 - Rendimento no processo de coleta de embrides: grafico de
controle para observagdes individuais



Na avaliagdo das Figuras 4.43 e 4.44, observa-se que ndo existem pontos fora dos
limites de controle, porém o processo ndo foi considerado sob controle estatistico, pois nao
esta atendendo aos requisitos estabelecidos no Topico 2 (item 2.14.2 - critério 5, medida 13 a
15 e critério 6, medidas 1 a 5). Logo, considerando apenas a condi¢do de ndo existirem
pontos fora dos limites de controle, nesta analise, esses pontos foram utilizados nas avaliagdes
do processo.

Mais uma vez, isto € baseado no fato de que Montgomery (2004) aconselha a ter muito

cuidado com a utilizag@o das regras sensibilizantes. A Tabela 4.7 foi entdo elaborada.

Tabela 4.7 - Limites de Controle Para o Rendimento do Processo.

Limites de controle Amplitudes moveis Observacoes individuais
LSC 0,97896 5,4014
LC 0,29969 4,6046
LIC 0,0000 3,8078

Foram coletadas novas informagdes relativas as remessas 27 a 37. Novos graficos de

controle foram feitos e sdo exibidos nas Figuras 4.45 e 4.46.

Grafico R: 0,28464 (0,29970); Sigma: 0,21505 (0,22642); n: 1,
Causa Especial @
4 ,97897
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Figura 4.45 - Rendimento no processo de coleta de embrides: grafico de
controle para amplitude moével, com inser¢do das informagdes referentes as
remessas 27 a 37



Grafico X: 4,5768 (4,6046); Sigma:0,25225 (0,26560); n: 1,
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Figura 4.46 - Rendimento no processo de coleta de embrides: grafico de
controle para observagdes individuais, com inser¢do das informagdes referentes as
remessas 27 a 37

Na avaliagdo da Figura 4.45, grafico de amplitude moével, observa-se um
ponto fora de controle (remessa 34). Nenhuma causa especial foi detectada para justificar o
fato. Em relag¢do a Figura 4.46, grafico de controle para observacdes individuais, nenhum

ponto ficou fora dos limites estabelecidos (Esta etapa do processo foi considerada fora de

controle).

A Tabela 4.8 resume os resultados da capacidade dos processos estudados.

Tabela 4.8 - Resultados dos Estudos da Capacidade dos Processos

Valor
Variaveis nominal LSE Cpk Comentarios
Perda de ovos no transporte (1) 0,1998 0,300 0,51 Processo incapaz
Ovos n3o embrionados (2) 2,044 3,000 0,82 Processo incapaz
Embrides mortos na 1% incubagéo (3) 4,515 9,000 1,23 Processo relativamente capaz
Perda de ovos na inoculagéo (4) 2,135 5,000 1,15 Processo relativamente capaz
Embrides mortos na 2% incubagdo (5) 8,075 14,000 1,35 Processo capaz
Perda na coleta de embrides (6) 2,982 5,000 1,40 Processo capaz




5. CONCLUSOES

5.1 - Conclusdes

Os resultados apresentados demonstraram a importancia da utilizacdo do CEP nos
processos de produgdo da SV, destinada a fabricagdo da vacina contra febre amarela.

Apesar de produzida no Brasil ha mais de 60 anos, este foi o primeiro trabalho que
utilizou recursos estatisticos em dados produzidos pelos processos. A implantacdo desta
ferramenta mostrou-se oportuna e trara como conseqiiéncia principal o aumento da qualidade
do produto, vindo de encontro ao modelo de politica adotado pela alta direcdo de Bio-
Manguinhos.

O conhecimento adquirido possibilitou também a atua¢do dos técnicos e gerentes,
diretamente nas condi¢des desfavoraveis evidenciadas pelo CEP.

Foram identificadas falhas no transporte de ovos, as andlises dos graficos de controle
dessa varidvel demonstraram de forma indiscutivel a necessidade da manuten¢ao do caminhdo
frigorifico, como meio de transporte adequado.

Em relagdo a fertilidade dos ovos, as observacdes dos resultados dos graficos de
controle indicaram que o nivel de controle atual ndo compromete as outras fases do processo.

Os processos que envolvem equipamentos de incubagdo de ovos (primeira e segunda
incubagdes) embora estejam estatisticamente sob controle, merecem um estudo mais
detalhado nas condi¢des operacionais de seu funcionamento .

As perdas nos processos de inoculacdo de ovos e coleta de embrides podem ser
reduzidas. A intensificagdo do treinamento dos técnicos envolvidos sera realizada.

Em rela¢do ao rendimento do processo de coleta de embrides, apresenta-se fora de
controle estatistico. Serd necessario aumentar os esfor¢os para mudar seu status, porque um
conjunto de variaveis pode estar atuando de forma combinada, como por exemplo: qualidade
dos ovos, tempo e temperatura de armazenagem ou incubagio.

Outra analise importante realizada foi o estudo da capacidade do processo. Em virtude
da auséncia de limites preestabelecidos, a maioria dos limites de especificacdo foi definida
pelo LAFAM. Os resultados foram comentados no Topico 4 e serdo reavaliados a cada
trimestre.

O uso das cartas de controle para monitoramento e controle dos processos em 2005

continuam detectando a ocorréncia de causas especiais.



5.2 - Sugestoes

Os processos de incubacdes de ovos (as duas fases) equivalem a maior perda
proporcional entre os processos estudados (12,6%). O ataque a essa perda pode representar
uma economia substancial do processo. Sugerem -se algumas medidas para reduzir essa
perda.

A primeira sugestdo ¢ a substitui¢do do sistema de umidificacdo das incubadoras de
ovos, esta mudanga seria efetuada apenas em uma das unidades de incubacdo. Apos as
avaliacdes favoraveis, os demais equipamentos seriam também modificados, o resultado dessa
modificag¢do tende a proporcionar uma redu¢do das perdas, consequentemente, um aumento
do volume produzido.

Outra sugestdo ¢ a instalacdo de protetores de rede no sistema de monitoramento da
incubadoras, fato que eliminara os problemas de interrup¢ao de energia elétrica, responsaveis
pelo desligamento da central de controle e consequentemente, pela paralisacdo do
rastreamento das informagdes necessarias ao gerenciamento do processo.

As perdas nos processos de inoculagdo e coleta estdo, em sua maior parte, relacionadas
a utilizacdo do macarico (butano/oxi-acetileno). A alternativa que deve ser estudada ¢ a

utilizacdo da tecnologia layser nessas atividades.



Apéndice I — Graficos da Distribui¢do Normal referente aos processos de produgéo.
Os testes de Kolmogorov-Smirnov indicaram que todos os processos possuem

distribuicdo Normal (K-S, p> 0,20).
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Figura Al2 - Grafico da Probabilidade Normal para Ovos Nac
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Figura AlL3 - Grafico da Probabilidade Normal Embrides
Mortos 1* Incubagao.
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Apéndice II - Dados referentes a origem dos ovos SPF

Remessa Galpéao Lote
1 305 0702
2 302-305 0203 - 0702
8 302-305 0203 - 0702
4 302-305 0203 - 0702
5 302-305 0203 - 0702
6 302-305 0203 - 0702
7 305 0702
8 305 0203 - 0702
9 302 0203
10 302 0203
11 302 0203 - 0702
12 302 0203
13 302 0203
14 302 0203
15 302 0203
16 302 0203
17 302 0203
18 302 0203
19 302 0203
20 302 0203
21 302 0203
22 302 0203
23 306 0303
24 306 0303
25 306 0303
26 306 0303
27 306 0303
28 306 0303
29 306 0303
30 306 0303
31 306 0303
32 306 0303
33 306 0303
34 306 0203
35 302 0203
36 302 0203
37 302 0203
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