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RESUMO

A leishmaniose visceral canina representa um importante problema em saude publica no
Brasil. E uma zoonose de transmissdo vetorial onde o cdo doméstico é a principal fonte de
infeccdo e normalmente o aparecimento dos casos humanos é precedido pelos casos caninos.
Com a necessidade de melhoria e diminuir o custo no diagnéstico de LVC, foi introduzido
pelo Ministério da Saude, para este fim, 0 TR DPP LVC como teste de triagem e EIE como
confirmatoério. Avaliou-se neste estudo o desempenho do kit de TR DPP LVC produzida por
Bio-Manguinhos, através do estudo de estabilidade de longa duracéo nas temperaturas de 2 a
8 °C e 30 °C durante o prazo de validade do kit de 24 meses e estendeu-se por mais 6 meses,
completando 30 meses de estudo nas temperaturas preconizadas. Foram utilizados trés lotes
nos quais foram avaliados o desempenho do kit (suporte e tampéo de corrida) com amostras
positiva e negativa. Realizou-se também a avaliacdo do controle microbioldgico e do pH do
tampdo de corrida de cada tempo de andlise de cada lote. Nos lotes analisados até a data de
validade e até o 30° més de andlise, a linha teste das amostras positivas se tornaram visiveis
no sétimo minuto e a linha controle se tornou visivel no sexto minuto. Na avaliacdo do
tampéo de corrida quanto ao controle microbiano, foram ausentes em todos os tempos de
todos os lotes. Na dosagem do pH dos tampdes de corrida, foram observados valores abaixo
do especificado em alguns tempos nos lotes avaliados, no entanto estas variacdes ndo
interferiram no desempenho dos testes. Portanto, até o prazo de validade do kit (24 meses) e

até o trigésimo més de andlise os trés lotes analisados apresentaram resultados satisfatorios.

Palavras-chave: Leishmaniose, TR DPP LVC, Estudo de estabilidade de longa duracéo



ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis is major public health problem in Brazil. It is a vector-borne
zoonosis where the domestic dog is the main source of infection and usually the appearance of
human cases is preceded by canine cases. With the need to reduce the cost and improve the
diagnosis of CVL, was introduced by the Ministry of Health for this purpose, the DPP TR
LVC as a screening test and confirmatory EIE. In this study we evaluated the performance of
the DPP TR LVC kit produced by Bio-Manguinhos through the long-term stability study at
temperatures of 2 to 8 °C and 30 °C during the kit validity period of 24 months and extended
for more 6 months, completing 30 months of study at the temperatures recommended. Three
batches where we evaluated the performance of the kit (support and running buffer) with
positive and negative samples were used. Was also conducted to evaluate the microbiological
control of pH and the running time of each analysis of each batch buffer. In batches analyzed
until the expiration date and until the 30th month of the test, the test line of the positive
samples became visible in the seventh minute and the control line was visible in the sixth
minute. In running buffer evaluating the on the microbial control, were absent in all the times
of all batches. The measurement of running buffers’ pH was observed values below of the
specified in some time in batches reviews, however these changes did not affect the
performance of the tests.Therefore, until the expiration date of the kit (24 months) and until

the thirtieth month analysis of the three batches analyzed showed satisfactory results.

Key-words: Leishmaniasis, TR DPP Canine visceral leishmaniasis, Long-term stability study
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Calazar, é uma zoonose de
transmissdo vetorial de grande importancia na Salde Publica, pois 0s casos humanos tém
precedido dos casos caninos e esta entre as doencas consideradas negligenciadas pela
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) (WHO, 2010). E uma doenca sistémica grave que
acomete 6rgdos como medula 6ssea, bago, figado, linfonodos e pele. (BERN et al., 2008;
BRASIL, 2006).

Esta zoonose, que possui um amplo espectro epidemiolégico com distribuicdo
mundial, foi descrita inicialmente em 1835 na Grécia e posteriormente em 1882 na india.
Nesta ocasido, chamou-se a atencdo para um aspecto tipico da doenca na regido que era o
escurecimento da pele. Deste fato derivou-se o primeiro nome da patologia, ou seja, febre
negra ou Calazar (BRASIL, 1994). As leishmanioses viscerais estdo presentes em quatro
continentes e sdo consideradas endémicas em 88 paises. Cerca de 90% de todos os casos de
LV ocorre em cinco paises - Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sudéo - e estio associados a
70.000 mortes por ano em todo o0 mundo (MURRAY et al., 2005; WHO, 2010). Na América
Latina, ela estd presente em 12 paises e 90% dos casos ocorrem no Brasil. No Brasil,
caracterizava-se por apresentar-se em regides tipicamente rurais, principalmente nas regides
Norte e Nordeste do pais. Nas ultimas décadas, com o processo de urbanizacdo, a LV vem se
expandindo para as areas urbanas, bem como para outras regides do pais, tornando-se
endémica em cidades como o Rio de Janeiro (RJ), Campo Grande (MS), Belo Horizonte
(MG), Palmas (TO), Fortaleza (CE), Mossor6 (RN), Salvador (BA), Aracatuba (SP), Bauru
(SP), Teresina (PIl), entre outras (BRASIL 2006; WHO, 2010). Considerando-se que em
poucos paises a notificacdo € compulsdria, acredita-se que a incidéncia das leishmanioses seja
subestimada. De acordo com a OMS, estima-se que 2 milhdes de novos casos ocorram
anualmente (FARIA e ANDRADE, 2012).

Nos paises onde a LV é zoondtica - o Brasil, por exemplo - os cdes desempenham
papel fundamental na epidemiologia, sendo considerados os principais reservatorios para a
doenca humana. A deteccdo precoce de cdes infectados € fundamental para impedir a
expansao da doenca e é uma prerrogativa essencial para o controle da mesma. Como medidas
preconizadas pelo Ministério da Satde (MS) para o controle da LV, além da eutanésia de caes
infectados, séo indicados também o controle de vetores, o diagnostico e o tratamento de casos

humanos. Entretanto, o processo de eliminacdo de reservatorios infectados requer a utilizagao
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de métodos de diagndstico confiaveis e de preferéncia de baixo custo e alta confiabilidade
para a triagem e confirmagdo desses reservatorios. Com a intencdo de se evitar o uso de
métodos invasivos e considerando gque a resposta humoral na Leishmaniose Visceral Canina
(LVC) e geralmente muito intensa, com altos niveis de imunoglobulinas, o diagnostico passou
a ser focado em métodos sorologicos. Assim, diversos métodos sorologicos foram
desenvolvidos e sdo bastante utilizados para o diagnéstico canino. (FARIA e ANDRADE,
2012).

1.1 AGENTE ETIOLOGICO

Os agentes etiolégicos da LV sdo protozoarios tripanosomatideos do género
Leishmania. Estes organismos sdo responsaveis por causar doencas infecto-parasitarias,
denominadas Leishmanioses ou Leishmaniasis (GRIMALDI e TESH, 1993; GRIMALDI et
al., 2012). Nas Américas a espécie transmissora é a Leishmania chagasi (sin. Leishmania
infantum) (MOREIRA et al., 2007), a qual é adaptada para viver em temperaturas em torno de
37 °C, fato que lhe permite invadir 6rgdos profundos apds terem colonizado &reas cutaneas
(REY, 2008).

As leishmanias apresentam duas formas distintas durante o seu ciclo de vida: a forma
amastigota e a promastigota. As formas amastigotas sdo arredondadas, aflageladas e
caracterizam-se por serem altamente infectantes e responsaveis pelo desenvolvimento da
doenca no hospedeiro vertebrado. Sdo parasitas intracelulares obrigatorios, encontrados no
interior das células fagociticas, como os macréfagos. (Figura 1). As formas promastigotas séo
alongadas e possuem flagelos longos (Figura 2). Sdo menos infectantes em relacdo as formas
amastigotas e sdo encontradas no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado (insetos
flebotomineos) (REY, 2008).

Figura 1: Forma amastigota da Leishmania Figura 2: Forma promastigota da Leishmania
, . » ’ :
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Fonte: http://www.zoonoses.org.br/absoluto/midia/imagens/zoonoses/arquivos_1258562831/5169_leishmanioses.pdf
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1.2 VETOR

Os vetores da LV séo dipteros denominados Lutzomyia, um género que abrange
espécies de mosquitos classificados conforme categorias taxonémicas atuais de fleb6tomos
(Phlebotominae) pertencentes a classe Insecta, Ordem Diptera, Subordem Nematocera,
Familia Psychodidae e Subfamilia Phlebotominae (KILLICK-KENDRICK, R, 1991,
KILLICK-KENDRICK et al., 1977). Sdo popularmente conhecidos como mosquito palha,
tatuquiras, birigui, entre outros (BRASIL, 2006).

No Brasil, duas espécies estdo relacionadas a transmissdo da doenca até o momento:
Lutzomyia longipalpis, (Figura 3) considerada a principal espécie transmissora da
Leishmaniose, e a Lutzomyia cruzi (GONCALVES et al., 1986; FEITOSA et al., 2000). Os
flebdétomos colonizam pés de serra, boqueirbes, matas virgens, domicilios (habitagdes
humanas) e peridomicilios (abrigo de animais), o que facilita o contato do vetor com 0s
hospedeiros da doenca. Refugiam-se durante o dia em esconderijos Umidos e escuros como
reentrancias de rochas, frestas de paredes ou de troncos de arvores. Ha indicios de que o
periodo de maior transmissao ocorra durante e logo apos as estagdes chuvosas, quando hd um
aumento da densidade populacional do inseto. A atividade dos fleb6tomos € crepuscular e
noturna, durante o dia esses insetos ficam em repouso em lugares sombreados e Umidos,
protegidos do vento e de predadores naturais (MARZOCHI, 1992; BRASIL, 2009; BRASIL,
2006).

Figura 3: Fleb6tomo da espécie Lutzomyia longipalpis no momento do repasto em humano

Fonte: Centro de controle de doencas Wikipedia commons. Foto de James Gathany.
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1.3. RESERVATORIOS

Na area urbana o cdo é o principal reservatorio. A enzootia canina tem precedido a
ocorréncia de casos humanos e a infecgdo em cées tem sido mais prevalente que no homem.
No ambiente silvestre os reservatorios sao, principalmente, as raposas e 0s marsupiais. O fato
destes animais possuirem héabitos sinantropicos poderia promover a ligacdo entre os ciclos
silvestre e doméstico. E importante salientar que no Brasil, at¢ 0 momento, os medicamentos
utilizados para o tratamento de casos humanos ndo sdo autorizados para tratamento de LV em
caes, devido a sua comprovada ineficAcia em promover a cura. A forma de controle
preconizada pelo MS é a eutanasia do cdo soro reagente para leishmaniose. Tal medida,
embora pareca drastica, deve ser orientada e esclarecida a populagdo, tendo em vista o risco
de transmissdo de uma doenga grave para 0s humanos da &rea, caso o cdo infectado
permaneca vivo. Além disso, deve-se orientar também que evite deslocar o cdo soro reagente
da area de transmissdo na tentativa de protegé-lo da eutanasia, pelo risco de disseminar a
doenca (DIVE, 2010; BRASIL, 2006; GONTIJO, 2004).

1.4 MODO DE TRANSMISSAO E CICLO BIOLOGICO

O protozoario necessita de dois hospedeiros para completar seu ciclo: o hospedeiro
vertebrado (canideo, marsupial ou homem) e o invertebrado (inseto). A doenca é transmitida
ao hospedeiro vertebrado através da picada da fémea do inseto flebotomineo infectado,
quando inoculam o protozoario (na forma promastigota metaciclica) na vitima saudavel. A
infeccdo do vetor ocorre pela ingestdo, durante o repasto sanguineo da Leishmania spp na
forma amastigota, as quais se multiplicam no interior dos macréfagos que sdo células do
sistema mononuclear fagocitario, presentes na pele do hospedeiro infectado. Na por¢do média
do tubo digestivo do inseto, as amastigotas transformam-se em promastigotas, e se
multiplicam até originarem as promastigotas metaciclicas infectantes para os mamiferos
(SACKS e SILVA, 1987; KAMHAWI, 2006). A partir da inoculacdo destas formas na pele,
inicia-se uma interacdo entre o parasita e a resposta imunoldgica do hospedeiro que
determinara a expresséo clinica da leishmaniose. Diversos fatores do sistema imunologico sao

ativados, mas a resposta imune celular, especifica para Leishmania, tem papel determinante
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no controle da infeccdo. As alteragbes no organismo, sequenciais a presenca do parasito,
dependem da infectividade e antigenicidade da Leishmania e da imunidade e resisténcia ja
existentes ou desenvolvidas pelo hospedeiro apds a infeccdo (SILVEIRA, LAINSON e
CORBERTT, 2004). Os macrofagos, repletos de formas amastigotas, ficam desvitalizados e
rompem-se liberando essas formas que serdo num processo continuo, fagocitadas por novos
macrofagos. Ocorre entdo a disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em células
do sistema mononuclear fagocitarios (SMF), principalmente no baco, medula 6ssea e placas
de Peyer (CIARAMELLA e CORONA, 2003).

O ciclo (Figura 4) se inicia quando, durante o repasto sanguineo no hospedeiro
vertebrado infectado, o inseto ingere as formas amastigotas de L. chagasi. No trato digestivo
do vetor, as amastigotas transformam-se em promastigotas, se multiplicam intensamente e se
transformam em promastigotas metaciclicas, que sdo as formas infectantes (1). O ciclo se
completa quando o flebétomo (L. longipalpis) infectado pica um hospedeiro vertebrado,
inoculando as formas infectantes (promastigotas metaciclicas) na pele (2). As formas
infectantes sdo fagocitadas pelas células do SMF (3). No interior dessas células o protozoario
transforma-se em amastigota (4) e, por sua vez, estas se multiplicam intensamente, rompendo
0 macrdfago, infectando novas células e pela via linfatica ou sanguinea atingindo outros
tecidos (medula 6ssea, baco, figado, linfonodos) ricos em células do SMF (5). As amastigotas
ingeridas pelos insetos transmissores levam, em média, oito a 20 dias para se transformar em
promastigotas e se multiplicar no intestino, migrando depois para as probdscides, até
evoluirem para as formas infectantes, ou seja, promastigotas metaciclicas. Portanto, um
flebotomineo infectado demora em média, de oito a 20 dias para poder transmitir a L.chagasi
para outro hospedeiro vertebrado. Durante um novo repasto sanguineo, as promastigotas
metaciclicas sdo inoculadas no hospedeiro susceptivel completando o ciclo bioldgico
(BRASIL, 2011).



15

Figura 4: Ciclo Bioldgico da Leishmania
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Fonte: Manual para o clinico veterinario. http://www.wspabrasil.org/Images/Manual-Leishmaniose-WSPA-
Brasil-2011

1.5 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Em 2011, o diagnéstico imunolégico da LVC passou por grandes modificacdes,
anunciadas pelo MS em nota técnica. Estas modificacdes foram baseadas em um estudo
multicéntrico realizado sob a coordenacdo do MS, onde foram avaliadas as metodologias de
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Ensaio Imunoenzimatico (EIE) e o teste rapido
imunocromatografico de duplo percurso (TR DPP®) do Instituto de Tecnologia em
Imunobiolégicos - Bio-Manguinhos (FUNED, 2013).

O MS com o intuito de solucionar ou minimiza alguns problemas, tais como a reducao
do nimero de animais falso positivo e falso negativo, agilizar a retirada dos animais
infectados e diminuir a sobrecarga dos laboratérios da Satde Publica, altera o cenario anterior
cujo diagnostico era realizado utilizando o método de EIE como triagem e a IFlI como
confirmatorio, adotando o TR DPP® como triagem e o EIE como confirmatorio no
diagnostico da LVC- (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).
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1.5.1 Imunocromatografia de duplo percurso (DPP)

O TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos é um teste de triagem
imunocromatografico para deteccdo de anticorpos especificos para Leishmania em cées,
utilizando amostras de sangue, soro ou plasma. Este teste foi desenvolvido pela empresa
Chembio Diagnostic Systems e transferido para Bio-Manguinhos. Atualmente, os suportes séo
produzidos pela Chembio e somente o tamp&o de corrida é produzido por Bio-Manguinhos.
Inicialmente os suportes sdo analisados pela Secdo de Controle de Processos Produtos
Intermediarios (SECPI), avaliando o seu desempenho frente a um tampdo de corrida aprovado
previamente. O desempenho do tampéo de corrida também é avaliado frente a um suporte
previamente aprovado. Apos a aprovacdo pelo SECPI, o kit é montado e embalado em Bio-
Manguinhos e enviado para a se¢do de Controle de Produto Final (SECPF), que analisa o kit
(suporte e tampdo de corrida) frente a um painel de amostras positivas e negativas
caracterizadas.

O TR DPP® LVC é um teste qualitativo para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania
utilizando uma plataforma de duplo percurso composta por uma membrana de nitrocelulose
impregnada com uma combinacdo Unica de proteina A conjugada com particulas de ouro
coloidal e antigenos recombinantes para Leishmania K28 (fragmentos K26, K39 e KO9).
Conforme a Fig. 5, a plataforma apresenta dois po¢os: Pogo 1, ligado pela membrana da
amostra e 0 poco 2, ligado a membrana de revelacdo. A membrana de revelagdo é composta
pela membrana do tampdo, a membrana do conjugado, a membrana de nitrocelulose
sensibilizadas com antigenos de Leishmania (ag e Ptn A) e a membrana de absorc¢éo residual
(BIO-MANGUINHOS, 2013).
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Figura 5: Esquema do suporte do TR DPP LVC.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014

O teste € realizado com a adicdo de cinco microlitros (5 pL) da amostra e duas gotas
do tampdo de corrida no po¢o 1, afim de que o anticorpo presente na amostra migre ao
encontro do antigeno impregnado na membrana de revelacdo do teste. Ap6s cinco minutos,
adiciona-se quatro gotas do tampédo de corrida no pogo 2, para que ocorra a migragdo do
conjugado para a area TESTE (T), conforme Fig. 6. Apds 10 minutos, se 0s anticorpos contra
a Leishmania estiverem presentes na amostra, eles se ligam ao antigeno especifico
imobilizado na area de TESTE (T). As particulas conjugadas com o ouro migram sobre a
membrana de nitrocelulose e sdo capturadas pelo complexo anticorpo-antigeno na area de
TESTE (T) produzindo uma linha rosa/roxo conforme a Fig. 7. Na auséncia de anticorpos
contra Leishmania ndo ha o aparecimento da linha rosa/roxo na area de TESTE (T). Particulas
de ouro coloidal do conjugado, ndo ligadas, continuam a migrar ao longo da membrana e
produzem uma linha rosa/roxa na area do Controle (C) contendo proteina A conforme a Fig.
8. O aparecimento da linha controle comprova que a amostra e os reagentes foram aplicados
devidamente e a comprovacdo de que a reagdo ocorreu corretamente. A leitura e interpretacédo
das linhas teste e controle devem ser realizadas apds 15 minutos da adicdo do tampéo de
corrida no pogol. Caso a controle linha seja ausente, o teste sera invalido, conforme a Fig. 9
(BIO-MANGUINHOS, 2013). Os resultados sdo registrados com a intensidade das bandas da
linha teste e linha controle, conforme a escala de intensidade (anexo 1). As especificacOes

para interpretacdo dos resultados seguem conforme o mondgrafo da transferéncia de
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tecnologia da empresa Chembio Diagnostic Sytems Inc (CHEMBIO, 2008), conforme o
quadro 4.

Figura 6: Procedimento do TR DPP LVC.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014

Figura 7: Resultado reagente Figura 8: Resultado ndo reagente
Fonte: Elaborado pelo autor, 2014 Fonte: Elaborado pelo autor, 2014

Figura 9: Resultado invalido

—

.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014
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1.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE

Estabilidade é a capacidade do produto de manter as propriedades fisicas, quimicas,
biol6gicas e microbioldgicas dentro do limite especificado durante o seu prazo de validade.
Portanto, a avaliacdo da estabilidade é um ponto chave para garantir a qualidade e a eficacia
de todos os produtos (BRASIL, 2012).

Os estudos de estabilidade séo realizados com a finalidade de fornecer evidéncias de
como a qualidade do produto em questdo varia com o tempo (ICH, 2003). Atualmente, a
influéncia de outros fatores ambientais como a umidade e a luz, também podem ser avaliadas.
Além disso, os fatores relacionados ao proprio produto, como as propriedades fisicas e
quimicas das substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica, composicao,
processo de fabricacgdo, tipo e propriedades dos materiais de embalagem também devem ser
considerados na avaliacdo final (ICH, 2003; BRASIL, 2005). Com base nos dados obtidos,
pode-se prever, determinar ou acompanhar o prazo de validade dos produtos, além das
condicdes ideais de armazenamento (ICH 2003; BRASIL, 2005).

O estudo de estabilidade de longa duracdo (EELD) é projetado para verificacdo das
caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas e microbiologicas de um produto durante, e
opcionalmente, depois do prazo de validade proposto. Os resultados sdo usados para
estabelecer ou confirmar o prazo de validade e recomendar as condi¢Ges de armazenamento.
Devem ser realizados os testes pertinentes a especificacdo do produto e a frequéncia
comumente utilizada para os testes considerados mais criticos é de 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24 meses
enquanto que para aqueles considerados menos criticos, s6 é necessario apresentar o estudo
no prazo de validade requerido comparativo ao momento zero. Outras frequéncias também

podem ser utilizadas, devendo-se avaliar caso a caso (BRASIL, 2005).



20

1.7 JUSTIFICATIVA

Devido ao aumento dos casos de leishmaniose no Brasil, onde o aparecimento de
casos humanos normalmente € precedido de casos caninos e a infecgdo em céaes tem sido mais
prevalente do que no homem, houve, nos ultimos anos, uma melhora significativa na
qualidade dos testes soroldgicos de diagndstico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) na
rede publica. Este fato se da pela preocupacdo do Ministério da Saude (MS) em aprimorar as
ferramentas utilizadas. Além disso, com o intuito de aperfei¢oar a técnica de diagndstico da
LVC, o MS. a partir da Nota Técnica Conjunta n° 01 /2011 - CGDT-
CGLAB/DEVIT/SVS/MS (MINISTERIO DA SAUDE, 2011) determinou 0 TR DPP como
método de triagem.

O kit de TR DPP LVC, por se tratar de um produto proveniente da transferéncia de
tecnologia com a empresa Chembio Diagnostic Sytems Inc, para fins de registro, avaliou-se
inicialmente utilizando dados dos testes realizados pela Chembio e pelos trés lotes pilotos.
Contudo, ¢é de extrema importancia a avaliacdo do produto ap0s registro através do EELD,
armazenados na temperatura preconizada de 2 a 30 °C e pelo prazo de validade estabelecido

de 24 meses, para verificar de acordo com a legislacéo vigente.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho do kit de diagndstico da leishmaniose visceral canina pelo
método de imunocromatografia de duplo percurso (DPP), através do estudo de estabilidade
em longa duracéo, dos lotes produzidos pos-registro, composto com 0s suportes produzidos
pela empresa Chembio e tampéo de corrida por Bio-Manguinhos os quais foram realizados
no Laboratério de Controle de Qualidade de Reativos (LACORE), em Bio-Manguinhos /

Fiocruz, no Rio de Janeiro.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o ensaio de estabilidade dos trés lotes dos suportes produzidos pela empresa
Chembio Diagnostic Sytems Inc e os tampdes de corrida produzidos por Bio-
Manguinhos que comp&em o kit de TR DPP® LVC, quando submetido a temperaturas
entre 2 a 8 °C e 30 °C durante o prazo de validade do kit.

e Realizar o ensaio de trés lotes e avaliar a estabilidade p6s-validade, com o objetivo de

ampliar do prazo de validade dos componentes de 24 para 30 meses.
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Conforme o quadro 1, foram testados 3 lotes do TR DPP® Leishmaniose Visceral

Canina - Bio-Manguinhos 20 determinacGes é composto por materiais que devem ser

armazenados entre 2 e 30 °C.

Quadro 1. Composigéo dos kits e prazo de validade dos componentes.

LOTES
Descrigao dos |y oot o 124TV002Z 125TV005Z 128TV012Z
componentes Lote Prazo de Lote Prazo de Lote Prazo de
validade validade validade
Suportes de teste | 2a30°C | 118SL005Z | Jul-2013 | 119SL007Z | Jul-2013 |110SL011Z | Ago-2013
I&T}EZO de 2a30°C |124TD001Z | Abr-2014 |125TD002Z | Mai-2014 | 127TD005Z | Jul-2014
?"?as coletoras 2a30°C |124AD001B| Jul-2013 |125AD004B| Jul-2013 |128AD009Z | Ago-2013
escartavels
Lancetas estérels |, 1 3poc | 1241 E001G | Out-2015 | 125LE001) | Out-2015 | 128LE003A | Ago-2016
descartaveis
Manual de 2 a 30 OC —_—— _— _— - _— _—
instrucdo de uso

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Visando avaliar o desempenho do kit nas condi¢fes adequadas de armazenamento

indicadas na instrugdo de uso, ou seja, para cumprir os requisitos do EELD, os kits foram

armazenados entre 2 a 8 °C e a 30 °C por 30 meses.

Os trés lotes de TR DPP LVC produzidos em Bio-Manguinhos, contendo suportes e

tampdo de corrida de lotes diferentes, foram organizados por datas de fabricacdo, validade,

liberag&o e controle de qualidade, como caracterizado no quadro 2.

Quadro 2. Datas de fabricacdo, validade e liberacdo pelo controle de Qualidade (CQ) dos lotes utilizados no

EELD.
Lotes Data da fabricacéo Validade Lib. Produto Acabado Amostrcz:i%em para
124TV002Z ABR/12 JUL/3 MAI/12 JUN/12
125TV005Z MAI/12 JUL/3 MAI/12 JUN/12
128TV012Z AGO/12 AGO/13 AGO/12 SET/12

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
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Para cada lote, foram realizados o controle microbiolégico (avaliacao da carga
microbiana viavel associada) e controle fisico-quimico (dosagem de pH) do tampédo de
corrida. As amostras foram enviadas aos respectivos setores responsaveis nos prazos
estipulados no cronograma ( Quadro 3). Para o referido estudo utilizou-se a amostragem de

quatro suportes por tempo/lote.

Quadro 3. Matriz do estudo de estabilidade.

Estudo de estabilidade longa duragéo - DPP LVC 2 a 8°C e 30°C
Lotes Tempo (meses)

TO |T1|T2|T3|T6|T9| T12 T15 T18 T21 T24 T30
124TV002Z | MAI/12 JUL/12 | OUT/12 | JAN/13 | ABR/13 | JUL/13 | JAN/14
125TV005Z | MAI/12 JUL/12 | OUT/12 | JAN/13 | ABR/13 | JUL/13 | JAN/14
128TV012Z | AGO/12 NOV/12 | FEV/13 | MAI/13 | AGO/13 | FEV/14

TO: data de liberacéo do lote
Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
[ ] Nao realizado

3.1.1. Especificacbes

Para as analises dos kits de diagnostico do TR DPP Leishmaniose visceral canina, 0s
critérios de especificacbes do controle de pH, controle microbioldgico do tampéo de corrida e
para as analises com sangue negativo e soro positivo foram determinados pela empresa

Chembio Diagnostic Sytems Inc em acordo com Bio-Manguinhos, conforme descrito no

Quadro 4.
Quadro 4. Especificacdo do TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina, Bio-Manguintlos 20 determinac6es
COMPONENTES ESPECIFICACOES
Controle de pH Variacdo de 9,3a9,7.
Controle microbiol6gico < 10 colonias de crescimento microbioldgico.

1. A linha teste deve apresentar intensidade N1 ou N2
(conforme a escala de avaliacdo de intensidade) em

Sangue negativo para LVC até 15 minutos.

2. A linha controle deve ser visivel em até 15 minutos
com intensidade > 2.

1. A linha teste deve ser positiva com intensidade > 1,
realizar a leitura em 15 minutos.

2. A linha controle deve ser visivel em até 15 minutos
com intensidade > 2.

Soro positivo para LVC

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
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4. RESULTADOS

Para realizacdo deste EELD, foram selecionados trés lotes: 124TV002Z, 125TV005Z
e 128TV012Z que foram armazenados nas temperaturas de 2 a 8 °C e 30 °C.

Lote 1: 124TV002Z

O lote 124TV002Z, foi liberado pelo controle de qualidade no més de maio de 2012 e
amostrado para andlise para 0 EELD em junho de 2012 (Quadro 2). Por este motivo, o estudo
s0 teve inicio em julho de 2012, referente ao tempo 12 deste estudo, conforme resultados dos
quadros 5 e 6.

» Temperatura de armazenamento: 2a 8 °C
Quadro 5. Estudo de estabilidade de longa duragéo (2-8 °C) — 124TV002Z

Especificag Tempo (meses)
Testes ~
ao 0 [1]2]|3|6(9 12 15 18 21 24 30
Linha
controle | NP 3 3 3 3 3 3
deve ser
maiorou | Np 3 3 3 3 3 3
01. Amostra | igual a 2.
negativa
Linha teste | N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1
deve ser
NIouN2. | N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1
Linha | 728 6759/ | 6’57/ | 7337 | 7337/ | 7407/ | 8°017/
controle 3 3 3 3 3 3 3
deve ser 36
maior ou ; 7’12/ | 6’59/ | 7242”1 | 7°38>°/ | 7’20/ | 805"/
02. Soro igual a 2. 3 3 3 3 3 3 3
pOSItIVO 7’01’ 9 29 2 29 b 29 b 29 b 29 9 29
(Dil. 1/16) Linha teste , 6’34’7/ | 7°03°/ | 7°27/ | 7’13’/ | 7’10/ | 7’45’/
deve ser 12 3 3 3 3 3 2
maiorou | 7°03" 649/ | 7708/ | 77217/ | 7’147/ | 6°49°°/ | 7°40”/
igual a 1. P 3 3 3 3 3 2
03. pH Emge?’s ®1 95 94 | 94 | 95 | 92 | 95 | 95
04. Controle Menor ou
microbiologi | igual a 10 A A A A A A A
co coldnias.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

0: Dados da liberacdo do lote

NP: N&o programado

A: Ausente

[ ]: NAo realizado. Periodo de producio e analise do CQ (T1a T9)
N1/N2: Negativo

Intensidades 1 a 3: Positivo




Lote 1: 124TV002Z

» Temperatura de armazenamento: 30 °C

Quadro 6. Estudo de estabilidade de longa duracéo (30°C) — 124TV002Z
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ifi Tempo (meses
Testes Especifica po ( )
¢ao 0 12 15 18 21 24 30
Linha
deve ser
_malorou NP 3 3 3 3 3 3
01. Amostra igual a 2.
negativa
Linhateste | N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1
deve ser
NlouNz. | N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1
Linha
controle | 7728773 715773 | 8235773 | T3 | 7543 | 73473 | 819773
deve ser
02. Soro maiorou | 7°36/3 7°00°/3 | 8°39/3 | 7°177/3 | 8°017/3 | 7°357/3 | 7°59°/3
igual a 2.
positivo
(Dil. 1/16) Linha teste | 77012 6°487/3 | 843773 | 7°08/3 | 7225773 | 7°02°/3 | 7°337/3
deve ser
maior ou
igual a 1. 7°03”°/2 6°537°/3 | 844>°/3 | 6°42>°/3 | 7°24>°/3 | 7°00”°/3 | 7°29°/3
03. pH E”t;efﬁe 9,5 9,4 9,5 9,4 9,2 9,4 9,4
04. Controle Menor ou
microbiolégic | igual a 10 A A A A A A A
0 coldnias.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

0: Dados da liberagdo do lote

NP: Néo programado

A: Ausente

[_]: Néo realizado. Periodo de producio e analise do CQ (T1a T9)
N1/N2: Negativo

Intensidades 1 a 3: Positivo




26

Lote 2: 125TV005Z

O lote 125TV005Z, foi liberado pelo controle de qualidade no més de maio de 2012 e
amostrado para analise para 0 EELD em junho de 2012 (Tabela 2), por este motivo, 0 estudo
s0 teve inicio em julho de 2012, referente ao tempo 12 deste estudo, conforme resultados das
tabelas 7 e 8.

» Temperatura de armazenamento: 2a 8 °C

Quadro 7. Estudo de estabilidade de longa duracéo (2-8 °C) - 125TV005Z

Especifica Tempo (meses)
Testes cd0 0 Ji[2]3]6]9] 12 15 18 21 24 30
Linha
controle NP 3 3 3 3 3 3
deve ser
maior ou NP 3 3 3 3 3 3
01. Amostra | igual a 2.
negativa
Linha teste N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1
deve ser
N1 ou N2. N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1
Linha
controle 6°57°/3 6°40°°/3 | 6°52°/3 | 7°09°/3 | 7°39>°/3 | 7°13°/3 | 7°50”°/3
deve ser
02. Soro maiorou | 7°00*/3 6°55°/3 | 6°57°/3 | T°077/3 | 7483 | 73873 | 7°567/3
positivo igual a 2.
(Dil. 1/16) | Linhateste | 456>/ 62073 | 638773 | 654773 | 70773 | 65573 | 737712
deve ser
maior ou
igual a 1. 6°37°/2 6°34°/3 | 6°45°/3 | 6’57°/3 | 7°12>°/3 | T°21”°/3 | 7°40”°/2
03. pH E”tge79*3 ¢l o5 95 9.4 95 9.2 95 95
04. Controle | Menor ou
microbiolég | igual a 10 A A A A A A A
ico coldnias.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

0: Dados da liberagdo do lote

NP: Néo programado

A: Ausente

[_]: Néo realizado. Periodo de producio e analise do CQ (T1a T9)
N1/N2: Negativo

Intensidades 1 a 3: Positivo




Lote 2: 125TV005Z

» Temperatura de armazenamento: 30 °C

Tabela 8. Estudo de estabilidade de longa duragdo (30°C) - 125TV005Z
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Especifica Tempo (meses)
Testes ~
¢ao 0 12 15 18 21 24 30
Linha NP 3 3 3 3 3 3
controle
deve ser
i NP 3 3 3 3 3 3
01. Amostra _malor ou
. igual a 2.
negativa
Linha teste N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1
deve ser
N1 ou N2. N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1
Linha 6’57°/3 ’10°/3 6°58°/3 6°49°/3 273 ’24°°/3 8°11°/3
controle 57 7’1 5 7°27 7
deve ser
02. Soro _maior ou 7°00°°/3 7°02°/3 6°59°/3 7°03°/3 7°34°/3 7°03”°/3 8°46°/3
positivo igual a 2.
(Dil. 1/16) Linha teste | ¢.545/5 o513 | 632753 | 63373 | 71673 | 770573 | 73953
deve ser
maior Ou 9 29 bl 29 b 29 b 29 9 bRl 9 bRl 9 9
igual a 1. 6°37°/2 6°46°/3 6°30°°/3 6°42°/3 7°25°/3 7°00°/3 8°02°/2
03. pH E”tge79’3 €1 95 9,4 9.4 9.4 9,2 9,5 9,4
04. Controle | Menor ou
microbiolég | igual a 10 A A A A A A A
ico colonias.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

0: Dados da liberagéo do lote
NP: N&o programado

A: Ausente

[_]: Nao realizado. Periodo de producéo e analise do CQ (T1a T9)

N1/N2: Negativo

Intensidades 1 a 3: Positivo




Lote 3: 128TV012Z
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O lote 128TV012Z, foi liberado pelo controle de qualidade no més de agosto de 2012 e

amostrado para analise para o EELD em setembro de 2012 (Quadro 2), por este motivo, 0

estudo so teve inicio em novembro de 2012, referente ao tempo 15 deste estudo, conforme

resultados das tabelas 9 e 10.

» Temperatura de armazenamento: 2-8 °C
Quadro 9. Estudo de estabilidade de longa duracéo (2-8 °C) - 128TV012Z

Especifica Tempo (meses)
Testes ~
cdo
0 12 15 18 21 24 30
Linha NP 3 3 3 3 3
controle
deve ser
01. maior ou NP 3 3 3 3 3
Amostra igual a 2.
negativa Linha teste N1 N1 N1 N1 N1 N1
deve ser
N1 ou N2. N1 N1 N1 N1 N1 N1
T 654/3 6'55"/3 72413 6°55"/3 707713
controle
deve ser
02. Soro maior ou | 6°327°/3 6’517°/3 6°46°°/3 6°537°/3 7°03°°/3 7°05/3
positivo igual a 2.
(Dil. 1716) | Linhateste | . . 5 6°40"°/3 6°257°/3 6317°/3 649”2 65372
deve ser
malorou | c.»3.3 6°437°/3 6°29°°/3 6°30°°/3 6°50°°/2 6'59/2
igual a 1.
03. pH Entge79,3 € 9,5 9,2 9,2 9,1 9,2 9,2
(ggntrole Menor ou
- .~ | igualal0 A A A A A A
microbiold .
. coldnias.
gico

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

0: Dados da liberagdo do lote
NP: Néo programado

A: Ausente

[_]: Néo realizado. Periodo de producio e analise do CQ (T1aT12)
N1/N2: Negativo

Intensidades 1 a 3: Positivo
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Lote 3: 128TV012Z

» Temperatura de armazenamento: 30 °C

Quadro 10. Estudo de estabilidade de longa duracédo (30°C) - 128TV012Z.

Especifica Tempo (meses)
Testes ~
¢ao 0 1(2|13|6|9] 12 15 18 21 24 30
Linha NP 3 3 3 3 3
controle
deve ser
i NP 3 3 3 3 3
01. Amostra _m aior ou
. igual a 2.
negativa
Linha teste N1 N1 N1 N1 N1 N1
deve ser
N1 ou N2. N1 N1 N1 N1 N1 N1
Linha 6°27°/3 6’57713 6°40°°/3 7°08°°/3 7°027°/3 7°20”/3
controle
deve ser
02. Soro maior ou | 6°32°°/3 6°48°°/3 6°457°/2 7°04°°/3 6°54°°/3 724”13
positivo igual a 2.
(Dil. 1/16) Linhateste | (.)¢. 63373 | 62373 | 65573 | 70002 | 71572
deve ser
malorou - c.»3.3 6°48°°/3 6°28°°/3 6°59°°/3 6°397°/2 71172
igual a 1.
03. pH Entge79,3 € 9,5 9,2 9,3 9,2 9,3 9,2
04. Controle Menor ou
microbiolégic | igual a 10 A A A A A A
0 coldnias.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

0: Dados da liberacdo do lote

NP: N&o programado

A: Ausente

[_]: Néo realizado. Periodo de producio e analise do CQ (T1a T12)
N1/N2: Negativo

Intensidades 1 a 3: Positivo
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5. DISCUSSAO

Os estudos de estabilidade permitem indicar o prazo de validade de um produto, além
das condices ideais de armazenamento e de uso e sdo imprescindiveis para garantir a eficacia
e seguranca. Além disso, segundo a RDC 315/2005 (BRASIL, 2005) e a RDC 55/2010
(BRASIL, 2010), o relatorio de estudos de estabilidade é um dos documentos indispensaveis
que compdem o processo de registro do produto junto a ANVISA (REISDORFER, 2011).

A Chembio Diagnostic Systems, realizou o EELD na temperatura ambiente e a 2 a 8
°C por 6 meses. A temperatura ambiente, a linha teste das amostras positivas se tornou visivel
no sexto e setimo minuto com intensidade de 2 a 3. A amostra negativa apresentou resultado
negativo em todos os tempos em todos os lotes avaliados e o pH variou de 9,3 a 9,7.

Conforme EELD dos lotes piloto, armazenados entre 2 a 8 °C e 30 °C por 24 meses, as
amostras positivas tornaram-se visiveis por volta do sétimo minuto em todos os tempos
(variando do sexto ao nono minuto) com intensidade entre 1 e 3, para ambas as temperaturas.
Ja a linha controle positivo tornou-se visivel por volta do sexto minuto (variando do quinto ao
sétimo minuto) com intensidade igual a 3, para ambas as temperaturas, em todos 0s tempos
testados. A amostra negativa apresentou resultado negativo em todos os tempos em todos 0s
lotes avaliados. O pH apresentou valores entre 9,3 e 9,5 e o controle microbioldgico foi
satisfatorio, para todos os tempos dos testes.

Este estudo foi concluido ap6s 30 meses, ou seja, até o prazo de validade deste
produto, e mais 6 meses apds a validade em ambas as temperaturas de armazenamento.

Conforme as tabelas 05 a 10, a linha teste das amostras positivas se tornaram visiveis
por volta do sexto e sétimo minuto em todos os tempos (variando até oitavo minuto) com
intensidade entre 2 e 3, para ambas as temperaturas. J& a linha controle se tornou visivel por
volta entre sexto e o oitavo minuto com intensidade igual a 3, para ambas as temperaturas, em
todos os tempos testados. A amostra negativa apresentou resultado negativo em todos 0s
tempos em todos os lotes avaliados.Todos os resultados com amostras positivas e negativas
obtidas estdo de acordo com as respectivas especificagdes (Tabela 4), tanto para as amostras
armazenadas entre 2 a 8 °C, como para aquelas armazenadas a 30 °C.

O pH do tampéo de corrida, apresentou valores de 9,1 a 9,5. observou-se uma queda
no valor do pH (9,1 e 9,2) em alguns tempos de analise em relacdo a especificacdo (Tabela 4),

porém nao interferiu no desempenho dos testes.
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Nas analises do controle microbioldgico dos tampdes de corrida, os resultados foram
idénticos do inicio ao fim do estudo em todos os tempos e temperaturas analisadas em todos
os lotes avaliados em ambas as temperaturas.

Os resultados se mantiveram dentro dos padrdes esperados, confirmando o prazo de
validade estabelecido e confirma a possibilidade da extensédo do prazo de validade dos

componentes de 24 para 30 meses.
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6. CONCLUSAO

N&o foi observada nenhuma diferenca significativa entre os trés lotes pds registro
analisados comparando-os com os dados do EELD da Chembio Diagnostic e do EELD dos
lotes piloto.

De acordo com os resultados obtidos o produto apresentou resultados satisfatorios
conforme as especificacbes até o prazo de validade estabelecido e até 6 meses pos-validade,
completando 30 meses de analise tanto nas amostras armazenadas entre 2 a 8 °C quanto

naquelas armazenadas a 30 °C.
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ANEXO 1.
Escala de avaliacdo, intensidade das bandas
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