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RESUMO

A Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) n® 62/2008, baseada na norma International Organization for
Standardization (ISO) 4074 e harmonizada no Mercado Comum da América do
Sul (MERCOSUL), institui o Regulamento Técnico para certificacdo dos
preservativos masculinos de latex de borracha natural. O processo de
certificacdo ndo aborda as questdes de vigilancia pds-comercializacéo, que sao
consideradas questbes primordiais de Vigilancia Sanitaria. Assim, a propria
legislacdo inviabiliza o processo de fiscalizacdo sanitaria sob essa otica. Um
desenho experimental foi desenvolvido para possibilitar as a¢gbes de Vigilancia
Sanitaria dos preservativos masculinos no comércio. Foram avaliados dois lotes
de preservativos adquiridos diretamente de um fabricante, sem terem sido
disponibilizados ao comércio, nomeados de Preservativos Masculinos Direto do
Produtor (PMDP1 e PMDP2), com 820 unidades cada lote. Foram adquiridas no
comeércio pelo Brasil, 660 unidades de preservativos de mesma marca de
PMDP1 e PMDP2, porém com diferentes lotes de fabricagcéo, formando o Lote
laboratorial nomeado de Preservativos Masculinos Pulverizados no Comeérciol
(PMPC1). Utilizando o banco de dados da Agéncia de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) e com ajuda da revista, que da o ranking do comércio dos
preservativos no Brasil, outros dois Lotes laboratoriais de Preservativos
Masculinos Pulverizados no Comércio, de diferentes marcas e fabricantes de
PMPC1, com 600 unidades cada, formando PMPC2 e PMPC3, foram adquiridos
em diversos estabelecimentos comerciais pelo Pais. Foram realizados os testes
fisicos estabelecidos pela RDC 62/2008 em todos os lotes PMDP1, PMDP2,
PMPC1, PMPC2 e PMPC3, além das avaliacbes microbiologicas e de
citotoxicidades. O Estudo de Analise Espacial de Geoprocessamento foi usado
como ferramenta de rastreabilidade dos Lotes laboratoriais pulverizados no
comércio. Os resultados encontrados demonstram que os lotes PMDP1 e
PMDP2 estavam em conformidades, entretanto, todos os Lotes laboratoriais
PMPC1, PMPC2, PMPC3 foram encontrados defeitos em um ou mais ensaios
analiticos. Este modelo de tecnovigilancia sistematizado e ativo garante ao
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS) uma ferramenta capaz de suprir
as dificuldades de monitoramento desse produto no comercio.

Palavras-chave: Preservativos masculino. Tecnovigilancia. Vigilancia Sanitaria.



ABSTRACT

The Collegiate Board Resolution (RDC) of the National Health Surveillance
Agency (ANVISA) No 62/2008 based on norm International Organization for
Standardization (ISO) 4074 and harmonized in the Common South American
Market (MERCOSUR), establishing the Technical Regulation for certification of
male condoms of natural rubber latex. The certification process does not address
the post-marketing surveillance issues, which are considered key issues for
Sanitary Vigilance. Thus, the legislation itself prevents the sanitary inspection
process in this approach. An experimental design was developed to enable the
Health Surveillance actions of male condoms in the market. We evaluated two
batches of condoms purchased directly from a manufacturer, not having been
made available in the market, named Male Condoms Direct Producer (PMDP1
and PMDP2), with 820 units each lot. It were acquired 660 condoms units of the
same brand of the PMDP1 and PMDP2 but different lots, making the Laboratory
Batch named Male Condoms Sprayed in the marketl (PMPC1). Using the
Agency's database of Sanitary Surveillance (ANVISA) and magazine aid, giving
condoms trade ranking in Brazil, two laboratory lots of Male Condoms Sprayed
on Trade, of different brands of the PMPC1 manufacturers with 600 units each,
forming PMPC2 and PMPC3, were purchased in many shops throughout the
country. Physical tests established by RDC 62/2008 were conducted in all lots
PMDP1 PMDP2, PMPC1, PMPC2 and PMPC3, besides the microbiological and
cytotoxicity assessments. The Spatial Analysis Study of geoprocessing was used
as a traceability tool of sprayed laboratory Lots trade. The results show that lots
PMDP1 and PMDP2 were in compliance, however, all laboratory Lots PMPC1,
PMPC2, PMPC3 presented defects in one or more analytical tests. This
systematic and active technical surveillance model guarantees the National
Sanitary Surveillance System (SNVS) a tool to overcome the difficulties of

monitoring that product commercially.

Keywords: Male condoms. Technical surveillance. Sanitary Surveillance.
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1 INTRODUCAO

1.1 PRESERVATIVO

Preservativo masculino de latex natural € um contraceptivo de barreira
que pode ser usado durante a relagdo sexual com o intuito de reduzir a
probabilidade de ocorréncia de uma gravidez ou de contrair Infeccdes
Sexualmente Transmissiveis (ISTs), como a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), causada pelo virus da imunodeficiéncia humana ou em inglés,
human immuno deficiency virus (HIV). Colocado no pénis ereto, forma uma
barreira fisica, impedindo o sémen ejaculado de penetrar no corpo do parceiro
sexual. Os preservativos sado também usados para coleta de sémen em
tratamentos de infertilidade. Atualmente, sdo fabricados em latex, embora alguns
sejam fabricados com outros materiais, como poliuretano ou poliisopreno
(CONDOMS, 2003).

A liberdade sexual, unida a falta de uma orientacéo correta no ambiente
familiar, conduz ao inicio precoce da vida intima sem nenhum conhecimento das
consequéncias que isso pode causar na vida das adolescentes, principalmente
no momento em que engravidam. Os danos psicolégicos trazem a gravidez na
adolescéncia consequéncias muito complexas. Além da gravidez indesejada
existe a possibilidade de contrair alguma IST. Mesmo assim, s&o comuns as
resisténcias explicitas ou veladas ao seu uso tanto por parte de homens como
de mulheres (MADUREIRA; TRENTINI, 2008). O preservativo masculino € um
recurso disponivel a homens e mulheres que atende a dupla funcao de protecéo

contra a gravidez e ISTs.

1.1.1 RISCO

A palavra “risco” surgiu em meados do século XIV sendo utilizada para
referir & possibilidade de ocorréncia de eventos futuros, mas passivel de controle
ou de intervencdo que visasse minimizar e reparar os danos. Para a
epidemiologia, risco esté relacionado a identificacédo de fatores que colocam os

individuos ou grupos sob a provavel exposicdo a eventos que podem
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comprometer a saude seja fisica, psiquica e/ou social (ROUQUAYROL, 1994;
WEBER, 2006; HILLESHEIM; CRUZ, 2008; BERTOLOZZI et al., 2009).

Com o advento da AIDS no Brasil na década de 80, o conceito de risco
por si s6 ndo possibilitava uma visdo mais ampla do complexo contexto daquele
momento. Compreendeu-se entdo que o conceito utilizado era insuficiente para
contemplar os inUmeros casos de AIDS notificados. Em virtude disso, surgiu a
necessidade de substituir 0os conceitos referentes a grupos e a comportamentos
e assumir uma perspectiva mais social, além da individual passando a adotar o
termo vulnerabilidade (SCHAURICH; MEDEIROS; MOTTA, 2007).

O conceito de vulnerabilidade vem sendo ajustado de forma expressiva.
A expansdo da AIDS e as intervengdes pouco eficazes para seu controle
provocaram questionamentos para os modelos epidemiologicos, com 0 risco
individual como elemento principal de analise e dos modelos de prevencédo
baseados numa abordagem comportamental centrada no individuo segundo
Nichiata (NICHIATA et al., 2008). Desta forma, entende-se por vulnerabilidade a
chance de exposicéo das pessoas ao adoecimento, e também como a resultante
de um conjunto de aspectos ndo apenas individuais, mas também coletivos e
contextuais que estéo relacionados com a maior suscetibilidade ao adoecimento
e, a0 mesmo tempo, com a maior ou menor disponibilidade de recursos de
protecdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O impacto das ISTs na saude da populacdo mundial € bastante relevante
provocando despesas e custos desproporcionais na clientela de jovens nos
diversos paises. A Organizacao Mundial de Saude (OMS) estimou o surgimento
anual de 10 a 12 milhdes de novos casos de ISTs curaveis no Brasil, na faixa
etaria de 15 a 49 anos (RODRIGUES, 2010). Foi comprovado que estas doencas
sao co-fatores para a transmisséo do HIV: pacientes com ISTs néo ulcerativas,
demonstraram risco aumentado de 3 a 10 vezes para a infecgdo pelo HIV. Ja
nos casos de evolucdo com ulceras genitais tal risco pode aumentar em até 18
vezes (WASSERHEIT, 1992).

Em 1998, um estudo extenso e completo foi conduzido para
examinar o comportamento sexual da populacao brasileira urbana, com énfase
na prevencao da infeccao pelo HIV e no uso do preservativo masculino pelas
pessoas sexualmente ativas (BRASIL, 2000). Essa pesquisa indicou que, no

Brasil urbano e neste ano da pesquisa, o estado conjugal (ser solteiro ou casado)
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constituia um preditor importante dos graus de risco de exposicdo maior ou
menor ao HIV; que a frequéncia do uso do preservativo nao era
substancialmente diferente entre as pessoas que tinham mais de um parceiro ou
apenas um; que a proporcao de uso do preservativo era bem maior nas relacoes
eventuais que no contexto de relagcdes com parceiros fixos, e na faixa etaria dos
jovens de 16-25 anos. Vale ressaltar que a percepcéo do risco, vulnerabilidade
auto atribuida, indicada por entrevistados em 1998, segundo Paiva, foi menor do
que o risco provavel de infeccdo nas praticas sexuais que de fato relataram
(PAIVA, et al, 2003).

A incidéncia das ISTs vem aumentando nos ultimos anos, sendo
considerada um problema de Saude Publica. Este aumento ocorre em
consequéncia das baixas condicbes socioecondmicas e culturais, da falta de
uma educacdo sexual adequada, principalmente voltada para os jovens. Hoje,
as ISTs estéo entre as doencas mais comuns em todo o mundo (SCARAMUZZA,
2014).

No Brasil, desde 1980 até junho de 2014, foram registrados 491.747
(65,0%) casos de AIDS em homens e 265.251(35,0%) em mulheres (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2014).

A andlise critica da resposta brasileira tem salientado a importancia da
integracéo entre prevencéo, cuidado e tratamento no ambito do Sistema Unico
de Saude (SUS), tendo como referéncia os direitos humanos (PAIVA; PUPO;
BARBOZA, 2006).

Preservativos masculinos sdo baratos, faceis de fabricar e séo facilmente
distribuidos globalmente, inclusive em ambientes com poucos recursos, por meio
de numerosos e bem desenvolvidos canais de distribuicdo. O volume atual de
producdo mundial é de 15 bilhdes de unidades por ano, com um numero
estimado de 750 milhdes de usuarios em um mercado em crescimento
constante. E um produto de reconhecimento universal (DESENVOLVIMENTO,
2013).

A OMS alerta que se o0s preservativos estiverem corretamente
desenhados, com elasticidade e forca adequadas, uniformes e livres de
perfuracdes, reduzem significativamente o risco de transmissdo de patdégenos
durante a relacdo sexual, sendo considerados como um exemplo ideal de uma

tecnologia de prevencao multifuncional (MPT, multi-purpose prevention technology).



23

Entretanto, ndo sdo perfeitos, sao feitos de latex e podem variar de acordo com
o lote e em diferencas na tecnologia de fabricagdo, o que pode resultar em
consideravel variagdo na sua qualidade (WHO, 2009).

Para obtencdo do selo de certificacdo, € necessario que amostras de
todos os lotes sejam testados em laboratério de certificacdo de produto. No caso
dos preservativos masculinos, os testes avaliam as dimensdes — comprimento,
largura e espessura -, a capacidade volumétrica e a de presséo de estouro, a
presenca de orificios, a integridade da embalagem e a rotulagem (ANVISA,
2008).

O estudo elaborado por Neto e colaboradores da Universidade de Séao
Francisco em Braganca Paulista, intitulado “revisdo sobre a eficacia do
preservativo em relacdo a protecdo contra Infecgcbes Sexualmente
Transmissiveis e gestacao”, alertou que, segundo a OMS, foram encontradas 46
revisdes sistematicas, um relato de caso, uma revisdo narrativa e 257 ensaios
controlados sobre a eficacia dos preservativos masculinos. Apés andlise da
literatura, observou-se falha no controle da qualidade dos preservativos, desde
sua confeccdo, bem como no transporte, armazenamento e testes de qualidade,
mostrando que o0s preservativos ndo estdo adequados para o seu propésito
(NETO, et al, 2009)

E dificil estimar, com seguranca, o mercado total de preservativos no
Brasil, pois, as pesquisas disponiveis sdo, em geral, segmentadas ou
localizadas, ndo se tendo um painel representativo do mercado como um todo.
Entretanto, é importante lembrar que o0s preservativos sao fabricados
respondendo a um padrdo de procedimentos preconizado pela International
Organization for Standardization (1ISO) 4074 (ISO, 2002).

Este produto passou a ser considerado como objeto central das politicas
governamentais de prevencédo a AIDS e outras ISTs desde o inicio da década de
90 e, ainda hoje, no Brasil, o preservativo € incluido em todos os projetos de
prevencdo das ISTs estando presente nas acdes basicas de saude. Sua
distribuicdo é gratuita na rede nacional de saude, tornando-se um produto de
importante papel social e a populagéo brasileira passou a reconhecé-lo como
uma forma segura de evitar a infec¢ao pelo HIV. O seu uso néo exige prescricao
meédica nem orientacdo de um profissional de saude, ndo depende de médico

nem de sistema de prestacdo de servicos de saude e nao existem, até o
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momento, efeitos adversos relacionados ao uso — afirmacéo que néo pode ser
feita sobre nenhum outro contraceptivo ou produto de prevengcdo de ISTs
(DESENVOLVIMENTO, 2013).

1.2 FABRICACAO DO PRESERVATIVO

1.2.1 Latex - matéria-prima principal

A matéria-prima principal da fabricacdo de preservativos de maior uso é o
latex - poli (1,4-cis-isopreno). Pode ser encontrado na natureza em mais de 2500
espécies de arvores, sendo a Hevea brasiliensis a Unica com importancia
comercial (BO, 2007).

O polimero natural sintetizado pela espécie Hevea tem um peso molecular
médio préximo a um milhdo. E composto de aproximadamente trés unidades
trans isoprénica, responsavel pela parte cristalina, seguidas de cerca de 10.000
unidades cis isoprénica, responsavel pela parte amorfa, do tipo cabeca calda
(GALIANI, 2007), combinadas por ligagbes 1,4 e um grupo a terminal, conforme
mostra a Figura 1. Esse grupo terminal a varia com a origem da borracha. Como
a unidade de repeticdo da parte cis isoprénica existe em uma propor¢ao muito
maior que a parte trans isoprénica, a borracha natural se mostra um polimero
amorfo (HONORATO, 2005).

Figura 1 - Estrutura quimica da parte isoprénica da borracha natural.

Alquil

‘@"0 @
90

Amorfa

Fonte: AGOSTINE, 2009
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Outras espécies Hevea benthamiana, Hancornica speciosa, Manihot
glaziovi, Parthenium argentatum e a Ficus elastica, entre outras, produzem poli
(1,4-cis-isopreno) de baixa massa molecular e com baixos indices de
produtividade e qualidade (BODE; KERKHOFF; JENDROSSEK, 2001;
CORNISH, 2001; FERREIRA, et al, 2001; MARK; ERMAN; EIRICH, 1994;
GRASSIE; SCOTT; 1985).

O latex obtido da Hevea brasiliensis, seringueira nativa da Regido
Amazobnia, também chamada pelo povo da floresta de Hevea Real, foi durante
trinta anos (1887-1917) um dos principais produtos das exportagdes brasileiras,
fazendo do Brasil o maior produtor mundial de borracha natural do periodo. A
exploracdo era totalmente extrativista, tendo desempenhado importante papel
na formac&o econdémico-social da Amazénia e do Brasil, transformando-se num
capitulo da histéria mundial (GOVERNO DO ESTADO DO ACRE, 2004). A
eclosdo da crise gumifera, ocasionada por problemas politicos, econdmicos e
fitossanitarios na regido, impediu o desenvolvimento sustentavel da atividade, e
0os robustos investimentos feitos pela Inglaterra na climatizacdo da Hevea
brasiliensis em paises colonizados pelos ingleses, contribuiram para que a
atividade da producéo de borracha natural fosse transferida, no inicio do século
XX, para os paises asiaticos. A Figura 2 mostra um seringal de cultivo e a retirada
do latex do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extenséo
Rural (Incaper), Espirito Santo, e a sangria de uma seringueira ha Embrapa,
Acre.

Figura 2 — Seringal de cultivo/retirada do latex

1- Fonte: Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao Rural (Incaper)
2- Fonte: Embrapa, BP n° 8/1999
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O latex exsudato da Hevea brasiliensis € uma disperséo coloidal, com 60
a 70% de agua e 40 a 30% de borracha, contendo particulas borrachosas e nao
borrachosas dispersas na fase aquosa. A por¢do nao borrachosa é composta de
proteinas, enquanto a porcao elastomérica é constituida principalmente de poli
(1-4-cis-isopreno). As particulas sdo de forma esférica, denominadas micelas.
S&o polidispersas e tem diametro que variam de 50 &ngstrom (A) a 3
micrémetros (um), com média entre 0,25 e 0,8 um. As particulas séo envolvidas
por uma monocamada continua de complexo de fosfolipidios-proteinas, de carga
negativa, responsavel pela estabilidade coloidal (BO, 2007). A Figura 3 mostra
um modelo de uma particula de borracha em latex envolvida por uma camada
de fosfolipidio e outra mais externa de proteinas, proposto por Blackley
(BLACKLEY, 1997).

Figura 3 — Modelo de uma particula de borracha em latex envolvida por
uma camada de fosfolipidio e outra mais externa de proteina.

Bortacha

Fosfolipidio

Proteina

Fonte: RIPPEL, 2005

Embora as vantagens do latex o tenham tornado o material mais comum
para fabricacdo de preservativos, apresenta algumas desvantagens. Os
preservativos de latex deterioram-se quando sao aplicados com lubrificantes,
substancias a base de 6leo, como por exemplo vaselina, 6leo de cozinha, 6leo
mineral, lo¢do, protetor solar, manteiga ou margarina (SPRUYT et al., 1996). O
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contacto com o 6leo faz com que o latex perca a elasticidade, aumentando a
probabilidade de romper. A alergia ao latex, relativamente comum, é também um
dos principais motivos para o0 uso de materiais alternativos fabricados com latex
sintético. O Quadro 1 mostra os valores tipicos dos constituintes do latex de
borracha in natura (BO, 2007).

Quadro 1 — Valores tipicos dos constituintes do latex de borracha in natura

CONSTITUINTE PERCENTUAL
Solidos totais 40 - 30
(Incluindo teor de borracha seca de 33%
Substancia proteica 1-15
Substancia resinosa 1-15
Cinza <1

Acucar 1

Agua 60 — 70

Fonte: BO, 2007

O percentual de solidos totais depende de varios fatores como a idade da
arvore, tipo, frequéncia e horario de sangria, condigdes do solo, tipo de seringal
- nativo ou de cultivo, clone, condigbes climaticas, estacdo do ano, etc. As

principais propriedades fisicas do latex de borracha natural sdo a densidade,
entre 0,975 e 0,980 gcm'3’ a tensdo superficial entre 0,040 e 0,045 Nm™e o pH

entre 6,5 e 7,0 (GAZELEY; GORTON; PENDLE, 1990; CYR, 1998).

Na fabricacdo de produtos de latex de borracha natural, as propriedades
de maior relevancia sdo: o teor de borracha seca, o teor de sélidos néo-
borrachosos, o tempo de estabilidade mecéanica, o teor de acidos graxos volateis
(AGV), o teor de hidroxido de potassio (KOH) e a alcalinidade. Os acidos graxos
volateis, principalmente os provenientes dos &cidos acético e férmico, sdo
subprodutos do crescimento bacteriolégico. O teor de AGV é o melhor indicador
disponivel para avaliar o estado de preservacdo do latex. Os AGV se oxidam
rapidamente a hidroperdxidos e atuam como iniciadores da degradacdo
(RICARDO; FEITOSA,; SILVEIRA, 2001). Se o valor do AGV do latex for maior
do que 0.02%, o latex ndo é sequer considerado para ser concentrado e é
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destinado diretamente para fabricacdo de borracha tipo folha ou crepe (PENDLE,
1989). A viscosidade, a condutividade e o tamanho de particula do latex também
sao propriedades importantes. Na fabricacao de preservativos, o controle do teor
de metais (cobre, ferro e manganés) no latex também €& muito importante, pois
0S metais aceleram a degradacéo do filme, atuando como catalisadores nas
reacOes dos acidos graxos (RICARDO; FEITOSA; SILVEIRA, 2001).

1.2.2 Preservacao do Latex

Os solidos borrachosos e ndo-borrachosos séo distribuidos em trés fases
apos ultracentrifugacéo: a fase borrachosa ou superior, a fase serosa ou média
e a fase lutdide ou inferior. A fase borrachosa ou superior contém, em peso,
cerca de 96% de borracha hidrocarbonica, 3% de lipidios, 1% de proteina, tragos
de magnésio, potassio e cobre, entre outros constituintes. As particulas
borrachosas sdo estabilizadas por uma camada adsorvida de proteinas e
fosfolipidios (GAZELEY; GORTON; PENDLE, 1990; CYR, 1998; BATEMAN,
1963). A porcdo serosa ou soro € uma solugdo aquosa diluida constituida de
uma ampla variedade de substancias quimicas. Os mais importantes
constituintes sdo as proteinas e seus produtos de decomposicédo, aminoacidos
e varios sais organicos e inorganicos. A fase inferior consiste principalmente de
particulas lutéides. A fase lutdide é constituida de particulas esféricas, néo-
borrachosas, com pigmentos carotenoides, que geram a cor amarelada da
borracha natural (BLACKLEY, 1966; GAZELEY; GORTON; PENDLE, 1990).

A preservacao do latex imediatamente apés a sua coleta € uma etapa de
enorme importancia na preparacao da matéria-prima principal da fabricacdo do
preservativo. O latex de borracha natural coagula poucas horas apdés ser extraido
da seringueira. Caso a preservacao nao seja feita de forma correta, em pouco
tempo se inicia o processo de putrefacéo. O tempo para que a coagulagcéo ocorra
depende da temperatura ambiente e da estabilidade do proprio latex
(BLACKLEY, 1966; GAZELEY; GORTON; PENDLE, 1990).

O sistema de preservacao pode ser de curto ou de longo duracdo. O
sistema de curta duragcdo, comumente conhecido como anticoagulante, preserva
o latex por tempo suficiente para assegurar que 0 mesmo permaneca em

condi¢cbes liquidas por poucas horas ou dias, antes da transformacdo em
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borracha seca. O sistema de longa duracdo atua na preservacdo do latex,
mantendo-o na forma liquida durante o periodo do transporte até o destino final
e durante o tempo de estocagem. A producdo de latex de alta qualidade
demanda particular atencdo na limpeza dos utensilios de coleta, no manuseio do
produto ao longo da coleta, no sistema de preservacéo utilizado e no controle do
tempo entre a sangria e a ultracentrifugacdo. A qualidade do latex tem grande
interferéncia no resultado da qualidade do produto final (BLACKLEY, 1966; CYR,
1998).

Um sistema de preservacao do latex considerado eficiente deve atender
a trés funcbes: destruir os microrganismos ou suprimir sua atividade e
crescimento; contribuir positivamente para a estabilidade coloidal do latex (por
exemplo, no aumento da carga elétrica nas particulas, do potencial elétrico da
interface borracha-agua e/ou do pH do latex); eliminar tracos de ions de metais
pesados por sequestro em solu¢éo ou por precipitagcdo como sais insoluveis. Os
ions metélicos sdo a fonte de energia dos microrganismos que causam a
coagulacéo espontanea e também contribuem com a desestabilizacao do latex.
A amonia € o conservante padrdo do latex de borracha natural porque inibe o
crescimento dos microrganismos atuando como tampéao alcalino (aumentando o
pH), diminui a viscosidade e neutraliza os acidos livres formados no latex. Para
a preservacao de curta duracao, é suficiente um percentual de 0,2% de amonia,
engquanto que para uma preservagao permanente é necessario chegar a 0,7%.
A amodnia é muito utilizada como anticoagulante apds a extracdo do latex da
arvore, em gquantidades tdo pequenas como 0,05%. O uso do formaldeido em
combinacdo com a amoénia é também um excelente meio de promover a
conservacao (SOEDJANAATMADJA; et al, 1999; PETRI; PENDLE, 1997).

O processo de centrifugacdo € o0 mais importante método de
concentragdo, utilizado na industria do latex concentrado. 88% da producéo da
Malasia, o que representa 500.000 toneladas de latex, séo centrifugadas cada
ano, por esse processo. Os 12% restantes sdo concentrados pelos processos
de evaporacao e por cremagem, em igual quantidade. O fundamento tedérico da
centrifugacdo é o mesmo que o do processo de cremagem, mas ao invés do
campo gravitacional do processo de cremagem, € utilizado um campo centrifugo
obtido através de uma centrifuga de alta rotacdo. Por isso, o processo de

centrifugacdo € considerado um processo acelerado de cremagem. Na
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centrifuga laval, que € o tipo mais comumente usado, o latex € introduzido no
cilindro giratério da centrifuga, de aproximadamente 70 cm de didametro e 120
cm de altura e submetido a forgcas centrifugas geradas pela velocidade de
rotacdo que excede a 700 rotacdes por minuto. Desta forma separa-se o latex
concentrado a 60% de borracha seca, do latex desnatado, que contém ainda 6%
de borracha seca (COLIN, 1980).

O latex concentrado pelo processo de centrifugacdo é mais puro do que
o cremado. SO pelo processo de centrifugacdo, parte dos constituintes néo
borracha, que atuam como inibidores no processo de vulcanizacao induzido com
radiacdo ionizante, sdo removidos, melhorando desta forma as propriedades
mecanicas dos artefatos fabricados a partir dele. Mas foi observado também que,
aumentando o numero de vezes em que o latex passa pelo processo de
centrifugacédo, decresce as propriedades mecanicas. Isto sugere que o latex ndo
centrifugado possui em sua composi¢ao substancias inibidoras e aceleradoras
(MOHID; et al, 1990). Na fabricagdo de preservativos geralmente é utilizada a
dupla centrifugacdo. A primeira centrifugacdo aumenta os solidos totais e a
segunda, também chamada de clareacdo, retira 0s coagulos menores
remanescentes. A clareacdo € uma etapa importante para producao de artefatos
transparentes ou translicidos (CYR, 1998).

O latex de borracha natural é comercializado de acordo com
especificacdes estabelecidas em normas nacionais e internacionais. As normas
ISO 2004 e a ISO 2027 tém classificacdo mais abrangente, caracterizando oito
tipos de latices. A norma brasileira NBR 11598 e a norma American Society for
Testing and Materials (ASTM) D 1076 padronizam os métodos de ensaio e
classificam o latex segundo o método de concentracdo e o0 sistema de
preservagao em quatro tipos:

Tipo | — O latex natural é centrifugado com alto teor de amonia.

Preservado somente com amonia ou com formaldeido seguido de amoénia.

Tipo Il — O latex natural cremado. Preservado somente com amdnia ou

com formaldeido seguido de amonia.

Tipo Il — O latex natural centrifugado. Preservado com baixo teor de

amaonia e outros conservantes.

Tipo IV - Latex cremado preservado com baixo teor de amonia e outros

conservantes necessarios.
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O latex para comercializacdo deve ser estavel e conter 60% ou mais de
borracha. Para isso, é necessario preserva-lo e concentra-lo. Todos os
processos produtivos importantes de artigos de latex, incluindo o preservativo,
partem do latex com no minimo 60% de conteudo de borracha.

Na fabricacdo de preservativos, somente o latex de mais alto nivel de
qualidade, preparado com o maximo de cuidado e com utensilios de material

inerte, como aco inoxidavel, pode ser usado (GORTON, 1994).

1.2.3 Vulcanizacao do latex

A vulcanizacdo do latex é um processo que consiste em promover
ligagcbes quimicas intermoleculares, ou seja, ligacbes cruzadas entre as
moléculas poliméricas, de uma forma tridimensional. Esse processo permite
grandes transformacfes nas propriedades do polimero, que concedem ao
produto acabado melhores propriedades. Por exemplo, as propriedades
plasticas sdo transformadas em propriedades elasticas, diminui a solubilidade,
aumenta a resisténcia a tragdo na ruptura, diminui a elongacdo (DULNGALI,
1989; CALVI, 1990).

S&o utilizadas substancias denominadas de "agentes de vulcanizacéo”,
as quais promovem as ligacdes quimicas intermoleculares, através de pontes de
atomos de enxofre, na presenca de calor. Utilizam-se também agentes auxiliares
de vulcanizacao, com funcdes especificas no processo de vulcanizacédo e com o
objetivo de promover qualidades desejadas no produto acabado, como
aceleradores e ativadores de vulcanizagcdo, antioxidantes, pigmentos,
plastificantes, odorantes, desmoldantes, agentes ignifugos, etc. Os agentes de
vulcanizacdo se classificam em 3 grupos: enxofre, doadores de enxofre e
agentes nao sulfurosos (SOUZA, 1994).

O enxofre é o agente de vulcanizagdo mais comum e o mais empregado
na vulcanizacao de elastdbmeros insaturados. Por uma questéo de custo, utiliza-
se na maioria dos casos, o enxofre rombico. O enxofre amorfo, 10 vezes mais
caro, é utilizado nos casos em que as misturas cruas devem ser armazenadas

por certos periodos conservando a adesdo (SOUZA, 1994).
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Quando se quer melhorar a resisténcia ao envelhecimento, utilizam-se
compostos que contém enxofre, conhecidos por agentes de vulcanizagédo
doadores de enxofre, como o dissulfeto de dimorfolinila, hexassulfeto de
tetrametiltiuran, dissulfeto de dibutilxantato, dissulfeto de alquifenol, os quais ao
se decomporem em determinadas temperaturas liberam quantidades
apreciaveis de enxofre que promovem a reticulacao (BRASIL, 1993).

Quando séo utilizadas estas substancias, o enxofre elementar pode ser
reduzido ao minimo, ou mesmo eliminado. Alguns 0xidos metalicos e peroxidos
organicos sao utilizados como agentes de vulcanizacao ndo sulfurosos.

O processo de vulcanizagdo do latex se d4d a vacuo e a baixas
temperaturas. Assim, faz-se necessario o uso de aceleradores ultrarrapidos,
sendo 0s mais utilizados os sais de zinco de ditiocarbamatos como metil, etil e
butil ditiocarbamatos, em combinacdo com o Oxido de zinco, como agente de
ativagao. Os ditiocarbamatos séo utilizados em combinagdo com aceleradores
de menor velocidade, sendo que alguns deles conferem protecao antioxidante
(HEPBURN, 1994). O processo de fabricacdo da borracha inclui ainda a adicédo
de substancias quimicas como os carbamato e a resina p-ter-butil-
fenolformaldeidica (Tiuram) para conferir caracteristicas como elasticidade e
longevidade (FERNANDES et al, 2009). Entretanto, esses aceleradores tipo
tiuram sdo pouco utilizados na fabricacdo de preservativos, pois possuem alta
capacidade alergénica (FOTIC, 2004; BO, 2007).

Os 6xidos metalicos como o 6xido de zinco, 6éxido de magnésio, 6xido de
chumbo (6xido litargico), etc., sdo utilizados na cura de policloropreno, de
borrachas nitrilicas carboxiladas e do hypalon (SOUZA, 1994). Dentre os
peréxidos organicos utilizados na cura de elastdbmeros que ndo possuem
insaturacdes e nem grupos funcionais reativos, como as siliconas e o poli
(etileno-propileno), destacam-se o peroxido de dicumila e o peréxido de benzoila.
Certas substancias bifuncionais, como a resina epoxi, as resinas fendlicas, a
quinonadioxina, e o0 carbamato de hexametilenodiamina sdo agentes de
vulcanizacdo empregados na vulcanizacdo de borrachas nitrilicas, butilicas,
fluoradas e outras (BRASIL, 1993).
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Embora o processo térmico convencional de vulcanizacdo do latex na
presenca de enxofre predomine na industria, ele traz sérios problemas
ambientais e toxicolégicos, os quais sdo preocupantes ha algumas décadas.
Desde a década de 80, ja vem sendo desenvolvido um processo alternativo de
vulcanizacdo, com vantagens econdmicas, produzindo artefatos com melhor

qualidade. Esse processo alternativo € a reticulacdo do latex induzida com
radiacao ionizante, que ocorre a temperatura ambiente (MACHI, 1989).

1.2.4 Vulcanizacgao por radiacéo ionizante

A vulcanizacao do latex de borracha natural com radiacdo ionizante com
raios gama (VRG) € um processo alternativo de vulcanizagdo que consiste em
reticular o poli (1,4 cis-isopreno), disperso na fase aquosa na presenca de ar e
em temperatura ambiente. ESse processo ocorre na presenca e na auséncia de
radio sensibilizadores (RS), que séo substancias com alta quantidade de radicais
livres, formados a 100 elétrons-volt (eV) de radical de energia absorvida (valor
de Gradical). Os sensibilizadores sdo capazes de promover a vulcanizagdo com
doses menores de radiacdo. Essa reacado ocorre pela acdo direta e indireta da
radiacdo ionizante com as moléculas poliméricas da borracha através de
mecanismos de formagéo de radicais. As principais vantagens desse processo
sado produzir artefatos que ndo causam problemas ambientais e nem
toxicoldgicos, sao isentos de nitrosaminas, de enxofre, ditiocarbamatos e oxido
de zinco e apresentam baixa citotoxicidade (CAMPOS et al, 1999).

A vulcanizagdo do latex de borracha natural, induzida com raios gama,
ocorre tanto na auséncia como na presenca de RS. Entretanto, na auséncia do
RS a dose de irradiacdo necessaria para promover um grau de reticulagéo 6timo
no latex é da ordem de 180 kGy. Esta dose, denominada dose de vulcanizacdo
(DV), € muito elevada, impossibilitando a aplicacédo industrial desse processo
alternativo de vulcanizacéo (SOUZA, 1994).
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1.2.5 Processo tecnoldgico de fabricacdo de preservativos

Na fabricacdo de preservativos, uma mistura de ingredientes (dispersao)
€ adicionada ao latex centrifugado para gerar o latex composto, maturado por
algum tempo, entre um e cinco dias, sob condi¢cdes de temperaturas controladas
em torno de 30 a 60°C. Nesta etapa do processo ocorre a pré-vulcanizacdo, cujo

grau depende da tecnologia utilizada. Uma disperséo tipica é constituida por:

» Enxofre coloidal 95 (como agente de vulcanizagao);

« Oxido de zinco (ativador da vulcanizag&o);

* Um ou mais aceleradores como os dimetil e dietil ditiocarbamatos de
zinco;

* Um ou mais estabilizadores (tipo laurato de potassio);

* Antioxidante e pigmento, caso o produto seja colorido.

Outros aditivos podem estar dispersos, dependendo de cada fabricante
(GEROFI, 2000; GORTON, 1994; BAYER POLYMER, 2004). O Quadro 2 mostra

um exemplo de formulac&o de preservativo (BO,2007).
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Quadro 2 - Exemplo de formulacao de preservativo

MATERIAS-PRIMA PARTES FUNCAO
Latex natural 167 Matéria-prima principal
Enxofre Coloidal 95 2,5 Agente de vulcanizacdo
ZDBC* 0,5 Acelerador 1
ZDEC** 15 Acelerador 2
Oxido de zinco transparente 2,5 Ativador
Solucéo de hidroxido de 5 Estabilizador 1
potassio
Solucéo de laurato de potassio 2,5 Estabilizador 2
Derivados fendlicos 1 Antioxidante

polinucleares

*ZDBC—-dimetil ditiocarbamato de zinco ** ZDEC—dietil ditiocarbamato de zinco
Fonte: Bo, 2007

O uso do enxofre coloidal 95, como agente de vulcanizacéo, apresenta
vantagens em relacao a outros tipos de enxofre, pois produz produtos de maior
transparéncia, possui particulas menores sendo mais faceis de serem
misturadas. O numero 95 representa o teor de enxofre, que esta entre 93-95%.
Os restantes 7 - 5% correspondem ao percentual de agente dispersante e
umidade (BAYER POLYMER, 2004). Os antioxidantes (substancias que
protegem a borracha da oxidacdo térmica) mais utilizados sdo os derivados
fendlicos, aril e/ou alquil substituidos. Essas substancias sao polinucleares e
altamente impedidas. A Figura 4 mostra um exemplo da estrutura quimica

molecular do Irganox 1010 agente antioxidante.
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Figura 4 — Estrutura quimica do Irganox 1010

Fonte: ALPHEN, 1973

Formula Molecular: €H106012 Peso Molecular: 1177.63142 g/mol

Os preservativos sdo produzidos a partir de moldes de vidro que sao
imersos em tanques, chamado de processo de imersao (dipping), contendo o
composto de latex. Apos a imersdo, os moldes passam por estufas de secagem
e por escovas rotativas para a formacéo da bainha. Sdo novamente submetidos
a secagem e passam por um tanque de lixiviagdo, onde o filme de borracha é
lavado. Em seguida, os produtos sado retirados dos moldes por um jato de agua,
adiciona-se talco e sdo colocados em secadoras para retirada da umidade,
encerrando o processo produtivo (GEROFI, 2000).

Alguns testes quimicos sédo feitos no latex durante a etapa da imersao
(viscosidade, pH, e tempo de estabilidade mecanica). Ao longo do processo de
fabricacdo também sdo realizados alguns testes de qualidade, como por
exemplo, verificacbes de defeitos visuais, controle de massa e espessura. A
espessura € influenciada pela velocidade com que os moldes se movem ao longo
do banho, o contetdo de sdlidos totais da agua e a temperatura do latex no
banho. Em geral, os fabricantes produzem preservativos com espessura média
de aproximadamente 0,07 mm (GILMORE, 1998). A Figura 5 exemplifica
algumas etapas da fabricacdo de preservativos em uma fabrica sediada em
Aluminio, interior de S&o Paulo. Existem diferencas quanto aos desenhos dos
processos na fabricagdo do produto, pois isso depende de cada fabricante.
Entretanto, os requisitos legais tém que ser cumpridos indiferentemente do

desenho do processo.
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Figura 5 — Algumas etapas do processo de fabricagdo de preservativos

(a) - O latex natural, matéria prima para
fazer o preservativo vem da Maléasia e é
armazenado no estado liqguido em
grandes tonéis.

(b) - O latex liquido é colocado em
maquinas e aquecido. Moldes de vidro
em formato de pénis com 160 mm
recebem a primeira camada de material
e vdo para estufa. O molde recebe o
segundo banho de latex e é resfriado, o
que deixa o material com aspecto de
borracha.

(c) - Os preservativos sdo colocados em
maquinas de lavar para retirar 0 excesso
de produtos quimicos e aplicar o

bactericida.

Fonte: (LEVORATO, 2014)

Em geral, a totalidade dos preservativos fabricados s&o testados
eletricamente no centro da fabricacdo para deteccéo de orificios antes de serem
embalados. Existem dois tipos de testes elétricos, conhecidos como “Umido” e
“seco”. O teste umido mede a condutividade elétrica entre o lado externo e o lado
interno do filme do preservativo. Os preservativos sao colocados em moldes

metalicos, em uma corrente circular e continua, e sdo mergulhados numa



38

solucdo condutora. A resisténcia entre a solucdo e o molde é medida e os que
acusam a passagem de corrente elétrica sao rejeitados. Os aceitos sdo secos,
enrolados e retirados da maquina de teste por escovas. O teste é usualmente
conduzido a uma tensao inferior a 100 V. O teste seco se baseia em uma quebra
dielétrica. Os preservativos sédo colocados em moldes rotativos metalicos e
“folhas” (flaps) de borracha condutora ou uma malha metélica passa sobre eles.
Se houver detecgdo de um furo ou um ponto muito fino, ocorre um fluxo de
corrente e o preservativo é rejeitado. Estas maquinas operam entre 1500 e 2100
V (GORTON, 1994; GEROFI, 2000; BO, 2007). A Figura 6 representa o teste

elétrico realizado na fabrica nos preservativos.

Figura 6 — Teste elétrico feito na fabrica para deteccado de orificios

Fonte: Filipe Anderson — Jornal Acéo Critica de 22 fev. 2015
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1.2.6 Lubrificantes

A maior parte dos preservativos € acondicionada com um poé - amido de
milho, silica ou carbonato de magnésio - em embalagem primaria (Figura 7) e
um lubrificante. Os lubrificantes mais utilizados sdo os fluidos de silicone,
enquanto 0s menos comuns sdo os glicéis de propileno e de etileno. Os
lubrificantes a base de 6leo mineral, em contato com 0s preservativos causam
uma rapida deterioracdo no produto (VOELLER et al, 1989). Normalmente, a
viscosidade do lubrificante varia entre 100 a 350 centistoke (cS) e a quantidade
utilizada em cada preservativo é de 200 a 600 mg. Alguns preservativos sao
disponibilizados com espermicida, sendo o mais comum o surfactante nonoxinol-
9. Estudos mostraram que o uso de espermicidas esta associado a irritacdes

cutaneas e infecgdes urinarias (FIHN et al, 1998).

Figura 7 - Colocacao do p6 de silicato de magnésio antes

do acondicionamento do produto

Fonte: Filipe Anderson — Jornal Agdo Critica de 22 fev. 2015
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O lubrificante € colocado no preservativo antes da vedacdo da
embalagem primaria que fica diretamente em contato com o preservativo,
conforme mostra a Figura 8. Os materiais utilizados nas embalagens para uma
protecdo mais efetiva do produto séo filmes de aluminio, com no minimo 8 um
de espessura, recobertos em ambos os lados por filme de plastico ou celofane
(celulose). O revestimento externo, além de aumentar a resisténcia da
embalagem, é utilizado para impressao da marca e de outras informacdes legais.
Dois rolos do filme de embalagem sdo normalmente utilizados, fazendo um
sanduiche do preservativo (ROSETTE, 1997).

Figura 8 - Colocacao de lubrificante antes da

vedacdo da embalagem primaria.

Fonte: Filipe Anderson — Jornal Agdo Critica de 22 fev. 2015

As quantidades de lubrificante, bem como a vedacdo da embalagem
primaria e sua impermeabilidade a luz e ao oxigénio, contribuem de forma
significativa para que o produto mantenha suas propriedades ao longo da vida
atil. Os laminados que ndo possuem uma protecdo adequada de
impermeabilidade ao oxigénio e a luz UV oferecem uma menor protecdo a
oxidacéo (FREE, 1996; BO, 2007). A embalagem priméria pode ser de formato
quadrado, onde a circunferéncia do preservativo € preservada, ou retangular, na
qual o preservativo fica comprimido enquanto permanece embalado. A

compressdo permanente do preservativo pode comprometer as propriedades
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fisicas do produto; entretanto, esta embalagem utiliza menos material em
comparacao a quadrada e, portanto, tem menor custo. Nos paises membros do
MERCOSUL, as embalagens primarias transparentes, bem como as
retangulares, sdo proibidas. No entanto, em paises de clima temperado, a
embalagem transparente € utilizada em preservativos coloridos (GEROFI, 2000).

Existem quatro tipos de lubrificantes: os formulados com substancias
solaveis em agua, que normalmente sdo mais faceis de limpar; os derivados de
petréleo, como a vaselina, que costumam sujar 0 corpo e as roupas; 0s produtos
a base de silicone, similares aos de agua, porém a prova d'agua; e os Oleos
naturais, que também sujam as roupas. Os tipos de lubrificantes séo:

* A base de Petréleo > fabricados a partir de gel de petréleo, 6leo mineral
ou petrolato, os lubrificantes a base de petréleo séo o tipo mais usado de
lubrificacdo. Tipos diferentes incluem produtos de vaselina e 6leos para
uso infantil. Como os lubrificantes a base de petrdleo destroem o latex ao
minimo contato, ndo devem ser usados com preservativos, diafragmas e
capas cervicais. Aléem disso, mancham tecidos, séao dificeis de lavar e
irritam o érgao genital feminino.

* A base de 6leo > normalmente fabricados a partir de produtos naturais
como 06leos vegetais, 6leos de nozes, manteiga, podendo ser usados sem
problema, pois ndo afeta o 6rgdo genital feminino. Entretanto, tendem a
manchar os tecidos e também destroem o latex.

* A base de agua > estes lubrificantes contém tipicamente agua
deionizada, glicerina, propileno glicol e conservantes néo toxicos. Com ou
sem sabor a maioria tem um sabor ligeiramente adocicado. Nao mancham
tecidos, podem ser usados com latex e outros mecanismos de controle de
natalidade tipo barreira e raramente causam irritacdo. Apesar de serem
absorvidos rapidamente durante o sexo podem ser facilmente reavivados.
Por sua versatilidade e efetividade sdo os mais recomendados por
terapeutas sexuais e casais experientes.

* A base de silicone > sdo similares aos com base em agua com uma
diferenca fundamental: sdo totalmente a prova de agua o que os torna
ideais para uso em ambientes molhados. Eles também conservam
efetivamente as propriedades lubrificantes por mais tempo do que os
lubrificantes a base de 4gua e séo altamente concentrados. O silicone ndo
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destréi o latex, mas exige limpeza com muito sabdo e isso pode ser

prejudicial a flora bacteriana do 6rgéo genital feminino.

1.3 CONCEITO DE AVALIACAO DE QUALIDADE: BREVE HISTORICO

Um marco importante na histéria da qualidade foi, na década de 20, o
surgimento das cartas de controle de processos, desenvolvidos por Walter A.
Shewhart, estatistico da Bell Labs, e que em virtude de facil utilizacao, propagou-
se para outras empresas. Durante a Segunda Guerra Mundial, surgiram
contribuicBes para o desenvolvimento da qualidade da produgé&o de guerra, em
parte, devida a grande quantidade de material bélico produzido, deficiéncia e
declinio da méo-de-obra. ApOs a guerra, no Japao, houve grande contribuicdo
de pessoas ligadas a estatistica, tais como: Deming, Juran, Taguchi, Ishikawa,
entre outros, sempre com o foco na qualidade e ndo na quantidade produzida.
Os resultados vieram em consequéncia do esforco e trabalho desses
profissionais. Na década de 70, as mercadorias japonesas foram consideradas
entre as melhores do mundo, segundo Davis (DAVIS, 2001). Isto obrigou os EUA
a iniciarem na década de 80 uma nova fase produtiva com uma mudanca de foco
para a qualidade e mais uma vez William Edwards Deming, estatistico, foi muito
importante nesta mudanca. Em 1989 comecou a iniciativa Seis Sigma da
Motorola, e em 1997 a abordagem Seis Sigma se espalhou para outras
industrias. A melhoria da qualidade e produtividade sempre foi uma necessidade
de qualquer setor industrial para a obtencdo de vantagens competitivas
(DAL’CORTIVO, 2005).

1.3.1 Controle estatistico de qualidade

Um dos objetivos principais do Controle Estatistico de Qualidade € de
detectar as causas especiais, investigar e aplicar agdes para correcao, para que
0 processo ndo produza produtos fora das especificacbes (DAL'CORTIVO,
2005).

A qualidade do projeto é que se estabeleca a qualidade de um produto,
ou de um servico, durante suas fases de concepcéo e projeto. A qualidade de

conformacdo € como o produto corresponde as especificacdes exigidas pelo
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projeto. A qualidade de conformacédo avalia quao bem um produto ou servi¢o
atende as especifica¢des do projeto. Ela é embutida no produto durante sua fase
de fabricacdo e depende de inuUmeras varidveis do processo produtivo. As
especificacoes de projeto sdo as medidas fixadas para as caracteristicas de
qualidade do produto. As caracteristicas sdo avaliadas em relacdo as
especificacdes do produto ou servi¢co e dentro das especifica¢cdes o produto deve
funcionar adequadamente (DAL'CORTIVO, 2005). Qualquer processo de
producdo esta sujeito a variacdo, por mais que 0 processo seja “perfeito”, pois

um produto ou servigo sempre esta sujeito a variabilidade (GRIFFITH, 1996).

1.3.1.1 Nivel de qualidade aceitavel (nga)

Para inspecdo de produtos por atributos, em que a variavel é binomial,
deve-se determinar o Nivel de Qualidade Aceitavel (NQA) e sua probabilidade
de ocorrer proporcdes de unidades defeituosas que o processo produz e o Nivel
de Qualidade Inaceitavel (NQI) (MONTGOMERY, 2004).

Se 0 processo estiver operando adequadamente, sob controle, essa
proporcao gira em torno de proporgcdes de defeituosos que o processo produz
(p0). Se o processo ndo estiver operando adequadamente, ha aumento na
proporcao de defeituosos. Sempre existe o risco (ou chance) de que bons lotes
possam ser rejeitados. Este risco € conhecido como risco tipo |, ou risco a ou
risco do produtor. Existe também o risco de aceitar lotes defeituosos, isto €, lotes
em que a proporcao de defeituosos é superior a p0. Este risco € conhecido como
risco tipo Il, risco B ou risco do consumidor (DAL’CORTIVO, 2005).

1.3.1.2 Planos de amostragem

Os planos de amostragem que tomam por base o NQA procuram garantir
que os produtos, cuja qualidade seja igual ao valor de NQA, terdo uma
probabilidade de aceitacdo muito elevada. O risco do produtor de ter lotes de
boa qualidade rejeitados serd, portanto, pequeno. O risco do consumidor em
aceitar lotes de qualidade inferior é considerado apenas indiretamente e avaliado
atraves de curva caracteristica de operacao (CCO) do plano escolhido. Do ponto

de vista do produtor, o conceito de NQA norteia a escolha dos valores do



44

tamanho da amostra (n) e o limite de aceitacdo (Ac) dos planos de
amostragem para diferenciar entre lotes bons e ruins. O NQA é um valor
percentual que surge nas operac¢des do produtor, escolhido na base do historico
da qualidade da fabrica ou das estratégias comerciais da empresa. Esse valor
representa do ponto de vista do produtor, a preocupacao com a rejeicao de lotes
bons, com o limite minimo da taxa p (taxa do processo) de ma qualidade, o qual,
para valores maiores de p o lote sera julgado inaceitavel. O produtor quer acima
de tudo, um plano de amostragem com alta probabilidade de aceitar lotes bons
e baixissima probabilidade de rejeitar lotes (MONTGOMERY, 2004). Isso se
aplica ao processo de fabricacdo e ndo a Vigilancia Sanitaria, pois, no contexto
do risco sanitario a Vigilancia Sanitaria atua para que o produto desenvolvido
nesse processo seja eficiente para cumprir o propésito para o qual foi fabricado,
comprovar com efetividade, a eficacia estabelecida e declarada pelo produtor no

processo de fabricagéo.

1.3.2 Regulamentacéo da qualidade dos preservativos

Em 1951 o governo sueco iniciou a regulamentacdo da qualidade de
preservativos, adotando um teste visual para verificacao de furos ou vazamento
e um teste de insuflagéo para avaliagéo da resisténcia. Nos primeiros cinco anos,
a partir de 1951, 43% dos lotes testados foram rejeitados (LINDE, 1973).

Em 1964 o Instituto de Normalizag&o Britanico, Bristish Standards Institute
(BSI), publicou a primeira edicdao da norma BS 3704 (BRITISH STANDARDS
INSTITUTION, 1964), introduzindo uma inovacao cumulativa na avaliagdo do
teste de verificacdo de furos. Basicamente, existia um limite no numero de
orificios por lote de producédo e um limite adicional no total acumulado de furos
em lotes testados por certo periodo. O teste de resisténcia era realizado
colocando 3 litros de agua no preservativo.

A norma inglesa foi revisada em 1972 alterando o NQA do ensaio de
vazamento (reduzindo-o de 1 para 0,5) e incluindo o rolamento do preservativo
apos o ensaio. Aléem destas alteragdes, o corpo de prova circular no ensaio de
resisténcia a tracdo e o envelhecimento artificial por 12 horas a 70°C, para a

metade das amostras ensaiadas, também foram incluidas. Na década de 70,
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muitos paises publicaram suas proprias normas, incluindo o teste de verificacado
de furos e algum tipo de teste de resisténcia. O ensaio de resisténcia a tragdo
era mais comum, enquanto que o teste de insuflacdo que avalia o volume e a
pressdo de estouro era realizado somente na Escandinavia. Em 1976, os
Estados Unidos da América (EUA) publicaram a primeira edicdo da norma
American Society for Testing Materials (ASTM 3492), com testes similares
agueles usados pelo BSI. A norma americana de ASTM foi revisada em 1996 e
2003 (ASTM, 1976; 1996; 2003).

Em 1974, o Instituto de Normalizacdo da Suécia obteve recursos para
desenvolver um padréo internacional de preservativos. A intencdo era dar
assisténcia a paises em desenvolvimento na aquisi¢cdo de preservativos de boa
qualidade e assegurar que os estoques do produto na Suécia fossem de alta
qualidade. Em fevereiro de 1975, em Estocolmo, o Comité Técnico Internacional
de Contraceptivos Mecanicos — ISO/TC 157 foi constituido com a participacao
de especialistas de 15 paises, com representantes de fabricantes, laboratérios
de ensaio, organismos de certificacdo e instituicdes de pesquisa. O objetivo
principal do Comité ISO/TC 157 era definir os métodos de ensaio e respectivos
requisitos minimos de qualidade para preservativos masculinos de latex de
borracha natural (BO, 2007).

No final da década de 80, o impacto potencial do HIV se tornou evidente,
e o0 Programa Global de AIDS da OMS foi implantado. Como parte deste
programa, a importancia dos preservativos foi reconhecida, e as especificacdes
da OMS foram elaboradas, a fim de permitir que tanto a OMS quanto outros
compradores adquirissem produtos de boa qualidade para prevencao do HIV.
Em 1989 as especificacbes da OMS foram usadas pela primeira vez (BO, 2007)
(ENERSOL CONSULTING ENGINEERS, 2006). As inovagbes das
especificacdes da OMS incluiram:

= Limites mais rigidos para volume e pressao de estouro;

= Envelhecimento acelerado por 7 dias a 70°C;

= Requisitos quanto a quantidade de lubrificante;

» Requisitos para embalagens primarias quanto a forma, material e

facilidade da abertura.
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A primeira versdo completa da norma ISO 4074-1 foi editada em 1990
(ISO, 1990) com exigéncias dos requisitos e respectivos NQA, além de outras
nove partes que incluiam os métodos de ensaios. A partir de 1995, varios paises
em desenvolvimento adotaram as especificacées técnicas de preservativos da
OMS como padréo de requisitos de compra.

O agravamento da epidemia da AIDS e o desenvolvimento tecnoldgico da
fabricacdo de preservativos e da avaliagdo da qualidade promoveram a
publicacao periddica de edicdes revisadas das especificagcdes da OMS (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1995); (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998);
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003) e da norma internacional (ISO,
2002).

A edicdo da ISO 4074 de 2002 (ISO, 2002), foi consolidada em um unico
documento e incluiu pela primeira vez requisitos minimos de testes de
estabilidade e a comprovacdo do tempo de validade (shelf life) declarado pelo
fabricante.

Em 15 de agosto de 2014 a ISO 4074 foi revisada, anulando e substituindo
a primeira edicédo (ISO 4074: 2002). Em 03 de novembro de 2015, sofreu nova
revisdo e esta terceira edicdo anula e substitui a segunda edicdo (ISO
4074:2014), a qual foi tecnicamente revisada. As modificacdes sé&o:

a) O tamanho maximo de um lote foi limitado a 500 000.

b) Os requisitos especificos para avaliagdo de biocompatibilidade, conforme
definido na ISO 10993-1, foram adicionados.

c) Recomenda-se que os fabricantes estabelecam procedimentos para o
monitoramento peridédico de contaminacdo microbiana (biocarga) como
parte de seu sistema de gestao da qualidade, incluindo os requisitos para
a auséncia dos agentes patogénicos e limites para a contagem total viavel
sobre os preservativos acabados especificos; métodos de determinacéo
dos niveis de bioburden (carga microbiana definido como o nimero de
microrganismos presentes em uma superficie que néo tenha sido esterilizada) sobre
0s preservativos sao dadas no Anexo G da norma,

d) Os requisitos especificos para os preservativos de extra forte foram
apagados, mas agora ha uma exigéncia geral para que os fabricantes

justifiguem quaisquer reivindicacdes adicionais feitas para 0s seus
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produtos; reivindicagbes relacionadas a melhoria da eficacia ou
seguranca tem que ser justificados por investigacao clinica.

e) Um volume minimo de 28,0 dm? airburst foi introduzido para preservativos
com larguras maiores do que ou igual a 65,0 mm e ndo mais do que 75,0
mm.

f) O raio da aresta interior da gola de aperto onde ele contacta com o
preservativo que tem que ser insuflado um minimo de 2 mm (Anexo H).

g) Os volumes de eletrdlito utilizado no teste elétrico para determinar a
guantidade de orificios descritos no Anexo H da norma foram alinhados
com os volumes utilizados para o teste de vazamento de agua.

h) Os volumes de 4gua ou eletrdlito especificados no teste de determinacéo
de orificos foram aumentados de preservativos que tém larguras de corpo
meédia maior ou igual a 56 mm e / ou sdo mais longos do que 210 mm.

i) Ao realizar o teste elétrico para determinacéo de orificios, a tensédo agora
passa a ser medida a partir do momento em que 0 preservativo entra na
imerséo e por até 10 s apdés a completa imersao.

j) O método de teste para determinacéo de orificios especificados na norma
ASTM D3492 foi incluida na referéncia.

k) Um limite foi introduzido para o nimero de preservativos com embalagem
visivelmente aberta ao ser avaliado quando sdo inspeccionados durante
o teste para verificacdo de orificios descrita no Anexo M da norma.

l) Requisitos recomendados para propriedades minimas airburst e teste de
verificacdo de orificios, para preservativos, mais estreitas, 45 mm e / ou
menor do que 160 mm foram introduzidas no informativo Anexo P da
norma para fornecer orientacdes as autoridades reguladoras, organismos
notificados e outras partes interessadas na avaliagcao preservativos que
cairem fora da faixa de tamanho normativo especificado nesta Norma.

m)Foram introduzidas alterac6es aos metodos para a determinagao do prazo
de validade de preservativos, incluindo um procedimento simplificado para
a determinacdo do prazo de validade por estudos de estabilidade
acelerada com base em periodos de envelhecimento fixos a 50 ° C.

n) O teste para determinacéao de orificios, propriedades airburst e integridade
da embalagem sdo necesséarios quando a realizacdo de estudos de

estabilidade para estabelecer que o0s preservativos atendem aos
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requisitos minimos de estabilidade especificados nesta Norma e ao
determinar a vida de prateleira de preservativos.

0) O procedimento para a determinagdo da espessura de um preservativo
pelo método micrometro esta descrito em detalhe.

p) Um método alternativo para remover o lubrificante a partir do preservativo
utilizando uma solucdo aquosa de tensoativo foi introduzido no método
para determinacao da quantidade de lubrificante no preservativo.

q) Foram feitas revisbes para requisitos de rotulagem, incluindo as

informacdes adicionais fornecidas com o preservativo.

1.3.3 Regulamentacéo brasileira

O Brasil, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO), adotou, a partir de 1993, a certificacdo compulsoria de
preservativos que consiste na obrigatoriedade de avaliar a qualidade dos lotes
antes de serem disponibilizados ao mercado consumidor. Os métodos de ensaio
e seus respectivos requisitos foram definidos no Regulamento Técnico da
Qualidade (RTQ) 9, editado inicialmente em 1993 e revisado em 1995
(MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

Em 1996, a Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) constituiu,
no ambito do Comité Brasileiro Odonto-Médico-Hospitalar (CB 26), a Comissao
de Estudos de Contraceptivos Mecanicos (CE 26:003.04) como férum nacional
responsavel pela normalizagdo de contraceptivos mecanicos, incluindo os
preservativos masculinos e femininos, diafragmas e dispositivos intrauterinos.
Em 1997, o Brasil iniciou sua participa¢ao no comité ISO/TC 157, sendo o unico
pais com direito a voto da América Latina. Em 1996 foi editada a primeira
regulamentacdo harmonizada de preservativos entre os paises membros do
MERCOSUL. A revisao desta regulamentacao foi publicada em 2002, a RDC n°
3 (ANVISA, 2002), revogada em setembro de 2008 pela RDC n° 62 (ANVISA,
2008) com os todos o0s requisitos técnicos para 0s principais ensaios de
avaliacao de qualidade nos preservativos masculinos. Os ensaios preconizados
sdo: as caracteristicas dimensionais (comprimento, largura e espessura),

quantidade de lubrificante, verificacdo de furos, integridade da embalagem
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primaria e resisténcia através das propriedades de insuflacdo — volume e
pressdo de estouro. Este Ultimo ensaio é realizado antes e ap0s o
envelhecimento acelerado, a 70°C por 7 dias. A rotulagem na embalagem
primaria e as informacdes contidas nas instru¢des de uso também séo avaliadas.
Os ensaios sdo destrutiveis e realizados em uma amostra definida pelo tamanho
do lote de fabricacéo, que varia entre 150.000 a 500.000 unidades. Os planos de
amostragem e os niveis de inspecao utilizados séo estabelecidos na norma 1ISO
2859-1 (1SO, 1999).

Em linhas gerais, os planos de amostragem, os requisitos e os NQA dos
ensaios de avaliacdo da qualidade de preservativos vigentes no Brasil
atualmente sédo equivalentes aos internacionais. No entanto, a norma nacional
difere da internacional principalmente por ndo contemplar as exigéncias quanto
a comprovacdo da vida util dos preservativos e aos requisitos minimos de
estabilidade, além de ndo incluir o teste para determinacdo da quantidade de
lubrificante e exigéncias em relacdo aos defeitos visuais. O Quadro 3 apresenta
0s requisitos, os NQAs e o numero de unidades defeituosas que ainda permite
aceitar o lote (Ac) em um numero de amostras ensaiadas (N°A) dos principais
ensaios de preservativos da RDC 62, vigente atualmente no Brasil e demais
paises do MERCOSUL.

Os testes de insuflacéo (pressédo e volume de estouro), integridade de
embalagem primaria e quantidade de lubrificante, em conjunto, sdo Uteis para
avaliacdo do desempenho do preservativo (GEROFI; SHELLEY; DONAVAN,
1991). Entretanto, ndo existe um teste Gnico que avalie a degradacao que ocorre
nos preservativos ao longo do tempo de validade. Neste sentido, dois requisitos
obrigatorios para aprovacéo de novos modelos de preservativos foram incluidos
na versao da norma ISO 4074:2002 de conformidade com os limites minimos de
volume e presséao de estouro ao longo do tempo declarado pelo fabricante como
vida util (shelf life), no tempo méximo de cinco anos e conformidade aos mesmos
limites, sendo os preservativos submetidos a condicbes de envelhecimento
acelerado em duas condi¢fes — (168 +2) ha (70 £ 2) °C e (90 = 1) dias a (50 £
2) °C. O Quadro 3 apresenta os valores dos requisitos de NQA e os critérios de
aceitacéo dos principais ensaios preconizados na RDC 62/2008.
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QUADRO 3 - Valores dos Niveis de Qualidade Aceitaveis (NQAS) e os critérios de
aceitacdo com numero de pecas defeituosas que permitem aceitar o lote de fabricacao
dos preservativos masculino estabelecidos na RDC 62/2008 dos principais ensaios.

ENSAIO REQUISITO NQA Ac em N°A
Comprimento =160 mm lem13
Largura + 2 mm da largura declarada lem13
Espessura >0,0 3 mm lem 13
Integridade da embalagem primaria | Embalagem primaria sem defeito 25 lem 20
Verificacdo de vazamento Preservativo sem furo/vazamento 0,25 2 em 315
Presséo P=>1,0kPa
Volume V216 dm?3 15 7 em 200
(Ambiente e envelhecimento) (Largura < 50 mm)

V218 dm3

(50 mm 2 largura < 56 mm)
V222 dm3
(56 mm 2 largura < 65 mm)
V228 dm3

(65 mm = largura < 75 mm)

Ac emN°A - Nimero de pecas defeituosas que permite aceitar o lote em um nimero de amostras
ensaiadas, para lotes de 150.000 a 500.000 unidades.

1.3.4 Certificagdo compulsoria

No Brasil, os preservativos masculinos, a exemplo de outros produtos que

possam causar algum tipo de impacto na saude, na seguranca do consumidor

ou no meio ambiente, séo certificados compulsoriamente. Contudo, 0 processo

de certificacdo embora avalie com detalhes a producédo e o produto ao final da

fabricacéao,

ndo aborda a questdo da comercializagdo nos diversos

estabelecimentos como farmécias, drogarias, supermercados, por serem

consideradas questdes tipica de Vigilancia Sanitaria.
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A RDC n°. 62/2008, baseada na norma ISO 4074 e harmonizada no
MERCOSUL, institui o Regulamento Técnico para certificacdo dos preservativos
masculinos de latex de borracha natural e determina a certificacdo dos
preservativos no ambito do Sistema Brasileiro de Certificacdo em conformidade
com as prescricbes do Regulamento Técnico indicado antes de sua venda ou
distribuicdo gratuita aos consumidores (ANVISA, 2008).

O INMETRO acredita organismos de avaliacdo da conformidade
baseados no cumprimento dos requisitos estabelecidos em normas
internacionais para diferentes tipos de avaliacdo da conformidade.

No caso dos preservativos masculinos e de outros produtos de
certificacdo obrigatéria, um OCP (Organismo Certificador de Produtos) é
autorizado pelo INMETRO a conduzir e conceder a certificacdo de conformidade,
com base em normas nacionais, regionais e internacionais ou regulamentos
técnicos, adequados a legislagdo de cada pais. No Brasil, a ANVISA é o érgao
regulador e as normas sao harmonizadas com o MERCOSUL.

Se aprovado, o produto € liberado para distribuicdo e consumo, devendo
para isso ostentar o selo de conformidade do INMETRO, junto com o selo do
organismo certificador. Estes dois selos somados a impressdo do numero do
lote do produto e sua data de validade representam a garantia da conformidade
do produto. Ou seja, a garantia de conformidade dos preservativos masculinos,
emitida de acordo com as regras de um sistema de certificacdo, é atribuida por
um selo que indica existir um nivel adequado de confianca de que o produto esta
em conformidade com uma norma especifica ou documentos normativos.

Em relacdo a certificacdo compulsoria dos preservativos masculinos, a
aprovacao nos testes de laboratério indica, segundo a ANVISA, que aqueles
preservativos possuem uma eficacia de aproximadamente 99%, ou seja, 99%
dos preservativos que possuem o selo de conformidade sao eficazes. No
entanto, a ANVISA reconhece que a eficiéncia dos preservativos € de 90%. A
respeito dessa diferenca entre 99% da eficacia e 90% da eficiéncia, cumpre
lembrar a anélise proposta por Norman Hearst e Sanny Chen (HEARST E CHEN,
2003). Para eles, se a eficacia mede o quanto um produto pode funcionar bem
guando corretamente utilizado, a eficiéncia avalia o quanto um produto funciona,
de fato, na pratica. Em funcéo disso, é praticamente impossivel medir a eficacia

real de um preservativo, como por exemplo, como dispositivo de protecdo contra
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ISTs. A despeito de medir a eficiéncia dos preservativos atraves da avaliacdo
dos requisitos que garantem o cumprimento da finalidade a que se propde a
certificagdo do produto n&o reproduz a efetividade sendo esta caracteristica

funcado da Vigilancia Sanitaria.

1.3.5 Regulamentag&o no ambito internacional

Como dispositivos médicos, 0os contraceptivos mecanicos necessitam de
regulamento em termos de aprovac¢do do mercado, a eficicia, a qualidade e a
adequacao para a sua finalidade. Organismos como World Health Organization
(WHO), the United Nations Population Fund, the global-health-solutions NGO
PATH, Consumers International and social marketing agencies, participam do
Comité Técnico ISO/TC 157 (Non-systemic contraceptives and STI barrier
prophylactics) que abrange todos os contraceptivos mecanicos, incluindo
preservativos masculinos e femininos, dispositivos intra-uterino (DIU) e
diafragmas de borracha. As normas internacionais desenvolvidas por este
Comité Técnico sdo usadas por agéncias de aquisicdo e os profissionais de
marketing sociais e sdo mencionadas extensivamente por quem usa suas
especificacdes na compra de preservativos masculinos e femininos.

A norma de maior importancia é a ISO 4074:2002, revisada em novembro
de 2015, Natural latex rubber condoms - Requirements and test methods. Para
pessoas alérgicas ou sensiveis ao latex de borracha natural, a norma ISO
23409:2011, define os requisitos e métodos de ensaio para preservativos
masculinos feitos de materiais sintéticos. Produtos compativeis com as normas
ISO dominam o0 mercado mundial para contraceptivos mecanicos,
particularmente de preservativos. Outras normas abordam os contraceptivos

como.

* Female condoms (ISO 25841:2011)

» Copper-bearing contraceptive IUDs (ISO 7439:2011)

* Reusable natural and silicone rubber contraceptive diaphragms (ISO
8009:2004)

* Prophylactic dams (ISO 29942:2011)
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1.3.6 Producédo mundial de preservativos masculinos

De acordo com o Plano de Negdcio estabelecido pelo Comité Técnico de
Contraceptivo Mecanico (ISO/TC 2005), a producdo mundial de preservativos de
uso masculino é estimada entre 13 a 15 bilhdes de unidades por ano, a um custo
de cerca de US$ 4 bilhdes. Pelos calculos do Join United Nations Programme on
HIV/Aids (UNAIDS), se, metade da populagdo de 15 a 49 anos usasse
preservativos uma vez por semana, seriam necessarios 42.250 bilhdes de
preservativos por ano - 2,7 vezes maior do que a producdo mundial de 15,35
bilnbes anuais, e, com a politica centrada no acesso da populacdo a
medicamentos, outro desafio desponta neste cenario: a incapacidade mundial
de produzir a quantidade necessaria de preservativos (OPAS, 2010).

As dificuldades dos governos para aquisicdo do produto j& sédo sentidas.
Quando ocorrem licitagdes que envolvem grandes quantidades de preservativos,
no Brasil, hA um pequeno numero de empresas capacitadas para disputa. A
maior parte dos produtores prefere destinar seu produto para a fabricacdo de
pneus pois, a borracha nao precisa ser de alta qualidade diferente do que ocorre
com as destinadas a fabricagéo dos preservativos (FORMENTI, 2010).

1.3.7 Marketing dos preservativos masculino

A definicdo de “Marketing social” € semelhante a de Marketing Comercial.
A principal diferenca € a finalidade do “Marketing social’”, que tem como
fundamento influir nas pessoas, especialmente aquelas com baixa condi¢cédo
socioeconbmica, para levarem uma vida mais saudavel (ANDREASEN, 1995);

O setor privado alia-se ao “Marketing social” e influéncia no
comportamento de seus clientes, levando-os a comprar produtos, como por
exemplo, determinadas marcas de preservativos. Os resultados no setor privado
sdo medidos através das vendas e da posicdo que um determinado produto
ocupa no mercado, em uma dada regido ou pais. O “Marketing social” introduz
nas suas acgoes a educacao da populacao, o produto, a fim de motivar a adocao

de um comportamento saudavel, com a provisdo de produtos e servigos de
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relevancia para as populacdes de baixa renda. Usa a rede comercial existente
para distribuir os seus produtos.

Os produtos e servigos promovidos pelo “Marketing social” sempre séo de
uma marca que seja sedutora, de baixo custo, e devem estar disponiveis no
mercado para a populacdo em situacdo de pobreza. Por meio de uma marca
especifica, o produto € promovido com a utilizacdo de mudultiplos meios de
comunicacado, que podem incluir desde os meios de comunicacdo em massa até
a intervencao face a face, especialmente com grupos populacionais mais
vulneraveis (ANDREASEN, 1995); (HARVEY, 1999).

Outro aspecto fundamental de um programa de “Marketing social” se
refere & distribuicdo do produto. Os programas tém a capacidade de atingir
milhdes de consumidores, através de milhares de pontos comerciais em pouco
tempo. O uso da rede comercial existente permite uma distribuicdo rapida de
produto e informagéo, inclusive nos considerados canais alternativos de venda,
promovendo rapidamente o produto (ANDREASEN, 1995). Apesar de existirem
programas de “Marketing social’ de preservativos em aproximadamente 61
paises, o rapido aumento nas vendas alcancado pelo Zaire, pela promocéao
atravées do “Marketing social” continua sendo um recorde até entdo né&o

alcancado.

1.4 VIGILANCIA SANITARIA

Em meio ao debate da Constituicdo Federal em 1988, a planos de
estabilizacdo da economia, a corrosdo da credibilidade do governo e a uma
inflacdo de cerca de 80% ao més, a sociedade brasileira experimentava, no final
da década de 80, uma profunda descrenga nas instituicbes publicas e uma
importante reorganizacao das forcas politicas e sociais do pais. A 82 Conferéncia
Nacional da Saude, realizada em marco de 1986, foi considerada um marco
histdrico para a saude brasileira, pois consagrou o0s principios preconizados pelo
Movimento da Reforma Sanitaria e impulsionava a criacéo do Sistema Unificado
e Descentralizado de Saude (SUDS) em 1987. Este representava uma
consolidacéo das Politicas de Acdes Integradas de Saude (AlS), adotando como
diretrizes a universalizacéo e a equidade no acesso aos servicos, a integralidade

dos cuidados, a regionalizacdo dos servicos de saude, a implementacédo de
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distritos sanitarios, a descentralizacdo das acdes de saude, o desenvolvimento
de instituicdes colegiadas gestoras e o desenvolvimento de uma politica de
recursos humanos (GADELHA; MARTINS, 1988).

A Lei n° 8080, promulgada em 19 de setembro em 1990, operacionaliza
as disposicdes constitucionais, através dos objetivos e atribuicbes do Sistema
Unico de Satde (SUS), em seus trés niveis de governo. A intitulada “Lei
Orgéanica de Saude”, que compreende também a Lein® 8142, de 28 de dezembro
de 1990 sobre a participacdo popular no SUS, veio dispor sobre as condi¢cdes
para a promocao, protecao e recuperacao da saude, assim como a organizacao
e funcionamento dos servicos correspondentes. O artigo 6° define,
pioneiramente, o conceito de Vigilancia Sanitéaria e sua abrangéncia em controlar
bens de consumo relacionados com a saude. Assim, pode-se melhor
compreender, tardiamente, o que determina a Lei n° 6360/76, que dispbs sobre
a Vigilancia Sanitaria de produtos.

A Vigilancia Sanitéria, tal como foi instituida no Brasil, abrange a
regulacdo de ampla gama de produtos e servicos, de natureza diversa,
agrupados nos grandes ramos: dos alimentos; dos medicamentos; dos produtos
bioldgicos, tais como vacinas e derivados de sangue; dos produtos médicos,
odontoldgicos, hospitalares e laboratoriais; dos saneantes e desinfetantes; dos
produtos de higiene pessoal, perfumes e cosméticos, além do controle sanitario
dos portos, aeroportos e estacdes de fronteiras e da ampla gama de servi¢os de
interesse a saude. A variedade e grau de complexidade das tecnologias
envolvidas nesses produtos e servigos confere a Vigilancia Sanitaria uma
natureza de alta especializacdo. Cada um dos produtos ou grupos de produtos
acima citados constitui um universo proprio, passivel de estudo cuja realizacéo

exige conhecimentos de diferentes disciplinas (LUCCHESE, 2001).

1.4.1 A criacdo da ANVISA

Em meados da década de 1990, a entrada da Vigilancia Sanitaria na
agenda politica e a segunda fase de reformas do Estado, constituiam o cenario
especialmente favoravel para a desejada reestruturagcdo da Secretaria de
Vigilancia em Saude do Ministério da Saude (SVS/MS).



56

Os rumos da pratica de Vigilancia Sanitaria comecaram a mudar no
Brasil, inegavelmente, a partir da criacdo da ANVISA, através da Lei N° 9.782 de
26 de janeiro de 1999, e consequentemente do Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria (SNVS). A criacdo de uma agéncia de regulacéo para atuar no campo
de Vigilancia Sanitaria proporcionada através da definicdo de um marco legal,
veio conferir uma profissionalizagdo do setor, com ganho de autonomia,
estabilidade dos dirigentes e blindagem contra interferéncias politicas,
ponderando que, sua possibilidade de atuacdo sdo elementos ainda poucos (re)
conhecidos apesar de sua importancia para a saude publica, (LUCHESSE,
2001).

A Vigilancia Sanitaria acopla a necessidade da dimensédo educativa a
possibilidade da acdo punitiva formal. Vista dessa forma, a Vigilancia Sanitaria €
um dos bragos executivos que operacionalizam o SUS na busca da
concretizacdo do direito social a saude. Sua funcdo principal € eliminar ou
minimizar o risco sanitario envolvido na producdo, circulacdo e consumo de
certos produtos, processos e servicos tendo um papel importante na
estruturacdo do SUS, principalmente devido a: (RIOS, 2009).

» Acdo normativa e fiscalizadora sobre os servigos prestados, produtos e
insumos terapéuticos de interesse para a saude;

» Permanente avaliacdo da necessidade de prevenc¢ao do risco;

> Possibilidade de interacdo constante com a sociedade, em termos de

promocao da saude, da ética e dos direitos de cidadania

1.4.2 ANVISA e os correlatos

Com o funcionamento da ANVISA, varias resolu¢cdes normativas para
correlatos foram editadas. A Resolucdo n°® 444 de 31 de agosto de 1999,
estabeleceu um modelo de certificacdo adotado para garantir a seguranca
sanitaria de equipamentos (ANVISA, 2005). Hoje apenas o0s produtos
eletromédicos e os preservativos contam com regulamento especifico para
realizacdo de teste compulsorio vinculado ao registro e acompanhamento do
desempenho do produto. As RDCs da ANVISA eram publicadas para
operacionalizar o0 processo de registro e também outros processos de extrema

relevancia para a qualidade dos produtos para a saude (BELLI, 2006).
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A RDC n° 59, de 27 de junho de 2000, que definiu as boas praticas de
fabricagdo para os correlatos e seu respectivo certificado, € uma norma de
grande importancia e muito conhecida pelo setor regulado. Alguns itens, relativos
ao controle de projeto de producéo, a existéncia da aprovacdo expressa das
caracteristicas especificadas, as evidéncias de que o projeto foi examinado e
aprovado por pessoa designada e qualificada ou pelo responséavel técnico, e ao
procedimento de liberacdo de producdo do fabricante, devem ser averiguados
durante as fiscalizagdes, conforme a lista de conferéncia desta norma. Estes
quesitos remetem a responsabilidade administrativa ao fabricante ou a pessoa
juridica encarregada pelo desenvolvimento do produto, ainda imputando ao
responsavel técnico a responsabilidade civil e criminal em caso de problemas
(LUCCHESE, 2001).

A RDC n° 59/00 determina a revisdo de projeto do dispositivo médico
através de um exame sistematico e completo para avaliar a adequagédo do
produto aos seus requisitos e a capacidade do projeto em satisfazé-los, para
identificar os problemas do projeto em relacdo aos requisitos, e para propor
solucbes para esses problemas. Entre os requisitos mencionados esta a
seguranca e eficicia. A verificacdo do projeto, responsabilidade do fabricante, é
a evidéncia objetiva de que os requisitos especificados foram alcancados, e inclui
0 exame dos resultados de uma atividade para determinar a conformidade com
as especificacOes estabelecidas e assegurar que o produto esteja adequado ao
uso pretendido. Outras normas complementares a atividade de inspecao em
fabricantes de produtos médicos foram estabelecidas, como a RDC n° 354, de
23 de dezembro de 2002, que aprova o certificado de boas praticas de
armazenamento e distribuicdo para produtos para a saude, e a RDC n° 331, de
29 de novembro de 2002 que institui a auto inspec¢ao para o cumprimento das
boas praticas de fabricagdo de produtos médicos para estabelecimentos que
fabriqguem, importem, distribuam ou armazenem produtos médicos (LUCCHESE,
2001).

ApoOs extenso periodo em aberto e consulta publica, a RDC n° 56 foi
publicada em 06 de abril de 2001. Caracteriza-se por ser uma internalizagao da
Resolucdo MERCOSUL/GMC/Res. n°® 72/98, e trouxe 0s requisitos minimos para
comprovar a seguranca e eficacia de correlatos, tratados nesta resolugcdo como

produtos para saude. A partir de entdo, o cumprimento dos requisitos relativos a
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seguranca e eficacia do produto para saude deveria ser verificado pela
autoridade de vigilancia sanitaria competente na producdo, no registro, na
fiscalizacdo e no comércio. Também devido a necessidade de internalizar a
Resolucdo GMC n° 40/00 do MERCOSUL, que tratava do registro de produtos
meédicos e da atualizacdo dos procedimentos para registro de produtos
correlatos, foi editada a RDC n°® 185 em 22 de outubro de 2001(LUCCHESE,
2001). Entretanto, apesar desse e de outros esforcos para padronizagcédo de
normas, nao se observa resultado ou beneficio relativo ao comércio de produtos
meédicos entre os paises do MERCOSUL. A RDC n° 185/01 define o termo
“produto médico”, ndo utilizando mais o vocabulo “correlato”, ou “produto para
saude” (diferentemente da RDC n° 56/01 que adota produtos para saude), e rege
0S processos de registro até o presente. A RDC n° 185/01 é caracterizada pela
modernizacao, pois remete a utilizacdo de recursos de informatica, dispondo um
manual pormenorizado das etapas necessarias para o registro na internet, para
livre consulta (ANVISA, 2005), requerendo os dizeres de rotulagem e as
instruc6es de uso do produto para a disponibilizagdo no sitio da ANVISA.

1.5 ANVISA E A TECNOVIGILANCIA

A avaliacdo de pré-comercializacdo de produtos para saude surge
oficialmente como parte do escopo da regulacdo sanitaria, a partir da Lei Federal
no 6.360/76. Os produtos para saude s6 podem ser comercializados no Brasil
apos registro no Ministério da Saude. Essa obrigatoriedade visa garantir que os
produtos destinados aos cuidados de saude e sujeitos a legislacdo sanitaria
somente sejam disponibilizados para a sociedade para utilizacdo e/ou consumo,
ap0s o cumprimento das exigéncias sanitarias legais. Esses critérios visam
disciplinar o mercado, assegurando a populagédo produtos seguros e eficazes
para 0 uso a que se propdéem e que possuam identidade, atividade, qualidade,
pureza e inocuidade necessarias (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

A partir da criacdo da ANVISA, iniciou-se o0 processo de reestruturacao e
organizagdo das acbOes de Vigilancia Sanitaria no Brasil visando ao
estabelecimento dos focos de observacdo da realidade sanitaria, direcionados

para a identificacdo da relacdo dinamica e associada a interacdo entre produtos
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e/ou servicos de saude aos seus consumidores, no ambito da pos-
comercializacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

O gerenciamento de riscos na saude, historicamente, se iniciou nos EUA,
a partir de meados da década de 20, no contexto da “crise do erro médico”,
quando gerou processos e sistemas operacionais centrados na prevencao,
detecgéo, controle ou eliminagdo de riscos capazes de causar danos aos
pacientes/clientes. O programa de gerenciamento de riscos, desenvolvido
naquele pais, constituiu-se em uma das atividades internas voltadas para a
garantia da qualidade da assisténcia prestada. Posteriormente, foi implantado
em outros paises da Europa, Oceania e América Latina (KUWABARA, 2010).

A tecnovigilancia é o sistema de vigilancia de eventos adversos e queixas
técnicas de produtos para a saude na fase de pds-comercializacédo, com vistas
a recomendar a ado¢cado de medidas que garantam a protecao e a promocao da
saude da populacdo. Visa a seguranca sanitaria de produtos para saude pos-
comercializagé@o. Para o alcance de tal objetivo séo realizados estudos, analises
e investigacdes a partir de um conjunto de informacdes reunidas a respeito do
desempenho do produto obtidas das notificacbes enviadas aos o6rgdos de
Vigilancia Sanitaria (SAO PAULO, 2015).

A tecnovigilancia, ndo apenas a palavra constitui um neologismo, foi um
conceito inovador desenvolvido pela ANVISA. Foi a primeira vez que se
realizaram esforcos de avaliacao de tecnologias da saude, eficacia e seguranca
a priori, antes de sua comercializacdo no Brasil e se construir, assim, uma linha
de base para observa-las durante o periodo de comercializa¢do. Este inicio de
resposta a necessidade da sociedade aconteceu também devido a presséao dos
reguladores internacionais por harmonizacéo de conceitos e estruturas, como a
Global Harmonization Task Force (GHTF), principalmente a respeito das
exigéncias das Agéncias de Vigilancias P6s Comercializacdo. Desde a definicéo
inicial, os espacos e a capacidade instalada de trabalho da tecnovigilancia
variaram em insercao organizacional e latitudes possiveis de execucao das
responsabilidades designadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Na estrutura organizacional da ANVISA, a Unidade de Tecnovigilancia
(UTVIG) foi criada em 2001 com a responsabilidade de desenvolver diretrizes
para o controle de riscos, qualidade e seguranca dos equipamentos, material

médico-hospitalar e dos produtos para diagnéstico de uso in vitro
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comercializado. Essa Unidade estava inserida na estrutura da Geréncia Geral de
Seguranca Sanitéria de Produtos de Saude Pos-Comercializacdo, que foi extinta
em 2003. Na ocasido, a Unidade de Tecnovigilancia foi incorporada a Geréncia
Geral de Tecnologia de Produtos para a Saude. (MINISTERIO DA SAUDE,
2010).

Segundo a ANVISA em funcdo de limitagdes da rede laboratorial para
atender as demandas da tecnovigilancia, a conducdo de grande parte das
investigacdes das notificagcbes em tecnovigilancia ficam condicionadas aos
exames documentais de pareceres, inspec¢des e registros do sistema interno de
controle da qualidade do fabricante ou detentor do registro ou as analises
laboratoriais patrocinadas pelos mesmos. Esse é um desafio a ser superado para
que a tecnovigilancia responda adequadamente as notificacbes recebidas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

1.5.1 A ANVISA e o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS)

E a Administracdo Publica que expressa e direciona as acdes do Estado.
O Direito de Defesa do Consumidor foi estabelecido na Constituicdo Federal de
1988 e o Estado promulgou a Lei n°® 8.078, de 11 de setembro de 1990,
conhecida como o Cédigo de Defesa do Consumidor. De acordo com o Codigo,
o consumidor € o elo mais vulneravel da cadeia de consumo de produtos e
servicos. O Codigo reconhece que cabe ao estado proteger o consumidor e
estabelece que a acdo governamental terd esse sentido “pela garantia dos
produtos e servicos com padrbes adequados de qualidade, seguranca,
durabilidade e desempenho” (Art. 4°, item Il — d) (JORGE, 2000).

O INCQS, Unidade Técnico Cientifica da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz), 6rgéo do Ministério da Saude, faz parte do SNVS e tem como misséo
“Contribuir para a promocéao e recuperacao da saude e prevencéo de doencas,
atuando como referéncia nacional para as questdes cientificas e tecnologicas
relativas ao controle da qualidade de produtos, ambientes e servi¢os vinculados
a vigilancia sanitaria” possuindo capacidade limitada no que se refere as analises

laboratoriais de produtos para a saude.
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1.6 POLITICA PUBLICA E OS PRESERVATIVOS

1.6.1 AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida)

A notificacdo de infeccéo pelo HIV nas Américas foi recomendada em uma
reunido técnica promovida pela OPAS/OMS no Panama em novembro de 2012,
intitulada “Consulta Regional para América Latina e Caribe sobre informacéo
epidemiologica da infeccdo pelo HIV”. Em novembro de 2013, a “Oficina de
Avaliacdo das Informacdes sobre o HIV no Brasil”, realizada em Brasilia,
contando com a participacdo do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
Americano, a OMS/OPAS, o Programa Conjunto das Nacdes Unidas sobre
HIV/AIDS (UNAIDS), a academia, além de especialistas de Secretarias
Estaduais e Municipais de Saude do Brasil, reforcaram a importancia da
notificacdo universal do HIV (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Até junho de 2014, foram notificados no Sistema de Informacédo de
Agravos de Notificagdo (SINAN) 70.677 casos de infec¢éo pelo HIV entre adultos
e 773 em criancas (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Os progressos realizados no tratamento da infeccao por HIV incluem o
desenvolvimento e utilizacdo de diferentes grupos de medicamentos
antirretrovirais (nucleosideo e inibidores ndo nucleosideos da transcriptase
reversa, inibidores da protease e, mais recentemente, o0s inibidores de
integrase). A combinacdo destes medicamentos sob a forma de tratamento €
definido por esquemas baseados em protocolos clinicos validados e constitui a
chamada terapia antirretroviral altamente eficaz (HAART). Implementado desde
o final de 1990, o HAART, em conjunto com varias medidas de prevencao e de
controle, resultaram em melhorias importantes na expectativa de vida e
qgualidade de vida para as pessoas que vivem com HIV / AIDS nos paises em
desenvolvimento e em popula¢gdes marginalizadas nos paises desenvolvidos,
com uma importante reducdo da morbidade e mortalidade (WOOD;
MONTANER; BANGSBERG, 2003); (TEIXEIRA et al, 2014).

O Brasil reitera seu compromisso da meta 90/90/90 até 2020: 90% de
pessoas vivendo com HIV/AIDS com conhecimento do seu estado soroldgico;
90% das pessoas HIV+ em tratamento; 90% das pessoas em tratamento com
carga viral indetectavel (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
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1.6.2 Diretrizes de prevencao

No Brasil, o uso de preservativos representa uma politica de ponta na
prevencdo. O Ministério da Saude, preocupado com o aumento de casos de
ISTs, devido a possiveis existéncias de desvio de qualidade nos preservativos
ou do desinteresse da populagdo no uso por conta da existéncia de terapia
medicamentosa, aliou o programa de distribuicdo dos preservativos, para serem
usados pela populacdo em todas as rela¢des sexuais (vaginal, anal, oral), com
o chamado de PEP, profilaxia pds-exposicao sexual, (Efficacy of postexposure
prophylaxis), recomendando, desde outubro de 2010, o uso dos medicamentos
antirretrovirais, como medida de prevencdo, que consiste no consumo de
medicamentos até 72 horas apoés a relacdo sexual, quando ocorrer falha ou ndo
uso de preservativo (OPAS, 2010). Entretanto, apesar dos avangos e
investimentos nos tratamentos e em novas tecnologias de inovacdo para o
desenvolvimento de novos produtos que possam levar o mundo a atingir as
metas estabelecidas pela OMS, o uso do preservativo na prevencao das
infecgdes, principalmente do HIV, pela via sexual, continua sendo uma das fortes
diretrizes de maior importancia nas politicas publicas de prevencédo as ISTs e
AIDS em todo mundo (SCARAMUZZA, 2014).

As campanhas de saude enfatizam a importancia do uso do preservativo,
o qual sempre foi e continua sendo plenamente seguro em prevenir HIV/AIDS e
outras ISTs, além de evitar a gravidez indesejada. Segundo o Departamento de
ISTs, AIDS e Hepatites Virais do Ministério da Saude, "os preservativos
oferecem 10 mil vezes mais prote¢do contra o virus da AIDS do que a sua nao
utilizagdo. Sua seguranca ja foi testada e comprovada em laboratorio.
Pesquisadores ja esticaram e ampliaram duas mil vezes o latex do preservativo
masculino e n&o foi encontrado nenhum poro” (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O Brasil registrou, em 2015, recorde no numero de pessoas em
tratamento de infeccao por HIV e AIDS: 81 mil brasileiros comecaram a se tratar
no ano passado, um aumento de 13% em relagéo a 2014, quando 72 mil pessoas
aderiram aos medicamentos. De 2009 a 2015, o numero de pessoas em
tratamento no SUS aumentou 97%, passando de 231 mil para 455 mil pessoas.
Isso significa que, em seis anos, o pais praticamente dobrou o namero de

brasileiros que fazem uso de antirretrovirais.
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Apesar dos bons numeros relacionados ao acesso e adesdo ao
tratamento, a AIDS ainda é uma doenca sem cura que pode ser evitada através
da prevencao. A campanha de carnaval, veiculada entre os dias 27/01/2016 e
06/02/2016, tem como slogan “Deixe a Camisinha Entrar na Festa”. Ela reforga
0 preservativo como a mais importante arma de combate ao HIV/AIDS,
trabalhando a mensagem de prevencdo nas acfes pré-carnaval e durante as
festas. Entre as pecas estado filme, jingle para veiculacdo em radios e versao
estendida da musica para os trios elétricos e carros de som. Foram investidos
cerca de R$ 14 milhdes na iniciativa (SAUDE, 2016).

1.6.3 Economia em saude

Em 2011, a despesa nacional relacionada a infeccéo pelo HIV constituiu
pela primeira vez, a maior parte das despesas relacionadas ao HIV em paises
de baixa e média renda em todo o mundo. Na Africa, apenas seis paises da
regido alcancaram a meta da Declaracao de Abuja de alocar 15% da despesa
nacional sobre o setor de salde. De 33 paises da Africa subsaariana, 26
recebem mais de metade do financiamento para o HIV de fontes internacionais,
19 dos quais dependem de fontes externas, pelo menos, 75% da despesa
relacionada ao HIV (TRATAMENTO, 2015).

O custo do tratamento de um paciente portador de AIDS, desde o
diagnaostico até o obito, & de aproximadamente US$ 60.000 a US$ 75.000, sendo
que cada hospitalizacdo custa em meédia US$ 15.000. Somente o uso de
zidovudina ou AZT (azidotimidina) custa US$ 4.000 por ano (KOURI, 1991).
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A evolucdo nos gastos com aquisicdo de antirretrovirais, no Brasil, foi
avaliado por Grangeiro et al (2006), demonstrando preocupacdo com a
sustentabilidade a longo prazo devido ao aumento na expectativa de vida dos
pacientes e a incidéncia de novos casos (GRANGEIRO et al, 2006).

Os impactos sociais da AIDS sao de extrema significancia, seja por conta
do aumento do numero de infectados pelo HIV, seja pela letalidade da doenca.
Os seus reflexos na economia, sao igualmente relevantes, pois, na grande
maioria dos casos, a doenca atinge a populacdo economicamente ativa, e 0s
custos do tratamento sao bastante elevados. No caso especifico do Brasil, deve-
se acrescentar a esse cenario o fato de que os pacientes HIV/AIDS tém sido
assistidos, com maior frequéncia, em hospitais publicos credenciados e
ambulatorios especializados (NUNN, 2009).

Eliminar o déficit de recursos de infeccdo pelo HIV mobilizando recursos
por meio de fontes nacionais e internacionais, incluindo mecanismos de
financiamento inovadores. Isso ir4 requerer uma combinacgédo de vérias fontes de
financiamento para mobilizar o nivel necessario de recursos, a fim de “fechar o
hiato de recursos em 2015/2016 e chegar a investimento global anual de 22-24
bilhdes de ddlares nos paises de baixa e média renda”. Os doadores
internacionais terdo de fechar lacunas em investimentos por meio de apoio
continuado a programas bilaterais vitais e através de financiamento robusto para
o Fundo Global de Combate a AIDS, Tuberculose e Malaria, e UNAIDS
(TRATAMENTO, 2015).

1.6.4 Surgimento de novos desafios

O surgimento do surto de supergonorreia, assustando as autoridades de
Saude da Inglaterra, em setembro de 2015, traz em voga a importancia do uso
do preservativo (SURTO DE SUPERGONORREIA, 2015).

Ao mesmo periodo, o Brasil enfrenta uma epidemia pela infec¢éo causada
pelo Zika virus transmitido pelo mosquito Aedes aegypti que provoca sintomas
parecidos com os da dengue. O aparecimento do Zika virus e uma potencial
transmissao sexual refor¢a o incentivo ao uso do preservativo, que eleva ainda

mais a importancia deste produto no contexto da Saude Publica.
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Em dezembro de 2015 o Ministério da Saude lancou o Protocolo de
Atencdo a Salde e Resposta a ocorréncia de Microcefalia Relacionada a
Infeccdo pelo Virus Zika. Apesar de a transmissdo ser similar a da dengue,
acredita-se que durante a manifestacdo dos sintomas, o virus pode ser
transmitido pelo sangue ou pela relagcdo sexual, e, provavelmente, também
poderia ocorrer na amamentagao.

Este Protocolo visa a nortear os profissionais da atencdo a saude, por
meio de orientacdes e diretrizes para as acdes de prevencéo da infec¢cao pelo
virus Zika em mulheres em idade fértil e gestantes, para a atencao no pré-natal,
parto e nascimento e para a assisténcia aos nascidos com microcefalia, em todo
o territorio nacional. Segundo este protocolo, as equipes de Atencao Bésica e de
Saude da Familia tém papel fundamental na promocédo da saude sexual e
reprodutiva e devem reforcar as acbes de oferta, incentivo e ampliacdo do
acesso aos métodos contraceptivos, principalmente dos preservativos
masculinos, para a populacdo, com atencéo especial ao acompanhamento das
mulheres de seu territério que estdo em idade fértil (BRASIL. Ministério da
Saude, 2015).

Segundo a OMS, até o dia 14 de abril de 2016, sete paises (EUA, Franca,
Italia, Nova Zelandia, Chile, Argentina e Peru) tinham registros da transmissao
sexual do Zika virus.

Embora recomendado pela OMS e pelo Centro de Controle de Doencas
dos EUA (CDC), o uso de preservativos pelas gravidas e seus parceiros é
controverso no Brasil. O Departamento de ISTs, AIDS e Hepatites Virais, do
Ministério da Saude, publicou uma nota endossando essa orientagao.

A hipotese de transmissdo sexual ganhou forgca, com varios paises
relatando casos, e ndo podemos descuidar, principalmente, das gestantes. “A
camisinha deve ser usada durante a gravidez”, diz o médico epidemiologista
Fabio Mesquita, diretor do departamento de DST/AIDS (COLLUCCI, 2016).

1.7 QUALIDADE DOS PRESERVATIVOS MASCULINO

Em todo o mundo, existem atualmente em vigéncia mais de 30 normas

para preservativos masculinos, e, todas, baseadas na norma ISO 4074.
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O unico método pratico para avaliacdo da qualidade de preservativos € a
caracterizagdo de uma amostra representativa de um lote ou de uma série de
lotes. Isso porque os preservativos de borracha natural séo artigos produzidos
em lotes de producdo em grande quantidade, que variam de 150.000 a 500.000
unidades. Dessa forma, ocorrem inevitavelmente variagdes individuais na
qualidade do produto (BO, 2007).

1.8 ANALISE ESPACIAL E GEOPROCESSAMENTO

A incorporacéo de técnicas de geoprocessamento na area de Saude tem
histdria relativamente recente e depende de um conjunto de bases tecnolégicas
e metodoldgicas. De um lado, o desenvolvimento tecnoldgico deve ser apoiado
em problemas concretos na pratica de Saude para nao incorrer tecnicismo ou na
adocao de procedimentos inaplicaveis no dia-a-dia dos servi¢os. Do outro lado,
esses servicos devem incorporar meios automatizados de coleta e andlise
desses dados espaciais para superar as dificuldades de manipulacdo desses
dados (SANTOS; BARCELLOS, 2006).

O geoprocessamento pode ser definido como um conjunto de técnicas
computacionais necessarias para manipular informacdes espacialmente
referidas. Aplicado a questdes de Saude Coletiva permite o mapeamento de
doencas, a avaliacdo de riscos, o planejamento de acdes de Saude e a avaliacédo
de redes de atencédo. O termo Geoprocessamento pode ser entendido como
conjunto de técnicas de coleta, tratamento, manipulacdo e apresentacdo de
dados espaciais (SANTOS; BARCELLOS, 2006).

A principal vantagem desta estratégia de georreferenciamento de dados
é a possibilidade de serem produzidas diferentes formas de agregacao de dados,
construindo-se indicadores para diferentes unidades espaciais conforme o
interesse (BARCELLOS, 2002). A Figura 9 apresenta a arquitetura de SIGs
(CAMARA et al, 2002).
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Figura 9 - Arquitetura de Sistemas de Informacdes Geografica
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Fonte: http://www.dpi.inpe.br/gilberto/tutoriais/analise/capl.pdf

Com o uso de Sistemas de Informacgbes Geograficas (SIG), a implantacdo
de enderecos nos registros de saude e o uso crescente de Sistemas de
Posicionamento Global (GPS) nas ac¢fes de vigilancia em saude, € possivel
dispor de eventos de saude na forma de pontos em um mapa com escala local
(VINE; DEGNAN; HANCHETTE, 1997).

A utilizacao de SIG possibilita realizar analises espaciais complexas, pois
permite integracao de dados de diversas fontes, manipulacéo de grande volume
de dados e recuperacdo rapida de informagbes armazenadas (SANTOS;
BARCELLOS, 2006).

1.9 TESTES DE AVALIACAO DA QUALIDADE

1.9.1 Ensaios fisicos

Os ensaios fisicos sdo 0s Unicos testes de avaliacdo qualidades dos

preservativos masculinos preconizados pela RDC 62/2008.

a) Propriedades dimensionais - As propriedades dimensionais estéao
intrinsicamente ligadas aos ensaios de capacidade volumétrica e de pressao
de estouro. Dependendo das medidas de comprimento e largura nominal o
volume de ar para o “airburst” serdo diferenciados. A espessura aponta a
possibilidade de ruptura do preservativo. Do ponto de vista do risco sanitario

as propriedades dimensionais tornam-se um instrumento necessario nas
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politicas governamentais de incentivo ao uso, levando-se em conta as
diferengas étnicas e 0s preconceitos sociais.

b) Verificacdo da capacidade volumétrica e pressédo de estouro — Segundo as
especificacoes da OMS (WHO, 2013), e as normas de qualidade de
preservativos (ISO 4074, 2002) (ASTM D 3492, 1976), essas propriedades
sado os melhores indicadores de desempenho do produto. O teste de
insuflacdo mede ambas as propriedades e, é realizado na maior parte do
produto e existe sensibilidade comprovada na relacdo entre esses
parametros e a degradacdo do filme de borracha natural (GEROFI,
SHELLEY; DONOVAN, 1991). E um teste padronizado em normas
internacionais e nacionais 0 que possibilita assegurar a consisténcia dos
resultados. Sua importancia esta no fator de avaliagdo do produto o que
podera levar a impedir agravos na utilizacéo.

c) Integridade da embalagem - Este teste avalia principalmente a vedacgao da
embalagem primaria do preservativo. Em relacdo ao risco sanitario, a
vedacdo da embalagem primaria esta ligada a possibilidade de
contaminacao e degradacao do produto o que pode levar a falhas na hora
do uso.

d) Verificacdo de orificios — Considerado o teste de maior rigor em todas as
normas existentes. A impossibilidade de deteccdo dos micros furos pelo
usuario constitui um dos maiores riscos sanitarios, pois pode levar a sérios
agravos a saude publica.

e) Embalagem e rotulagem — Do ponto de vista do risco sanitario as
informacdes de relevancia, se forem omitidas e incorretas, e a caracteristica
da embalagem, respectivamente, podem influenciar na utilizacdo ou nao do
produto, e, pode danificar o preservativo no momento de abertura da

embalagem primaria para 0 uso o que poderia levar a sérios agravos.

1.9.2 Avaliacdo microbiologica

As revisdes da ISO 4074 em agosto de 2014 e novembro de 2015 mostram
a importancia da avaliacdo microbiolégica nos preservativos masculinos para
prevenir possiveis riscos de agravos por contaminagdo microbioldgica. Segundo

a revisdo da 1SO 4074/2015 “Recomenda-se que os fabricantes estabelecam



69

procedimentos para monitorar periodicamente contaminacdes microbianas
(biocarga) como parte de seu sistema de gestdo da qualidade, incluindo os
requisitos para a auséncia dos agentes patogénicos e limites para a contagem
total viavel sobre os preservativos acabados especificos; métodos de

determinando niveis “bioburden™ para os preservativos.

1.9.3 Avaliacéo de citotoxicidade

A revisdo da ISO 4074 de novembro de 2015 aponta a importancia desta
avaliacdo em relacdo ao risco sanitario, inserindo os requisitos especificos para

avaliacdo de biocompatibilidade, conforme definido na 1ISO 10993-12.

! Bioburden ou biocarga € um termo generico parerdesr a quantidade total de microorganismos
presentes em determinada amostra.

21S0 10993-1, Avaliacdo bioldgica de dispositivosdicos - Parte 1: Avaliacdo e teste, dentro de um
Processo de Gestédo de Risco, é o padrdo mais aemgkamtilizado para avaliar a biocompatibilidade de
dispositivos médicos e materiais, e fornece um igupdra determinar os passos apropriados para a
biocompatibilidade no planejamento de uma avalidgéldgica.
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2 PROBLEMATIZACAO E JUSTIFICATIVA

A Vigilancia Sanitaria, como parte integrante do SUS é uma competéncia
de carater prioritario por sua natureza preventiva e corretiva, devendo atuar na
melhoria de qualidade de vida da populacdo. Suas a¢des estdo voltadas para a
prevencdo, diminuicdo e eliminagcdo dos riscos a saude da populagéo,
decorrentes do meio ambiente, da producdo, da circulacdo de bens e da
prestacdo de servicos. Como politica publica, ndo difere das outras e deve
buscar o aperfeicoamento através de uma atuacao eficaz, planejada, evitando a
sobreposicao de agcdes ou auséncia delas, sendo o monitoramento da qualidade
dos bens e produtos destinados a saude na pos-comercializacdo fundamental
vertente.

A epidemia da AIDS, pelo carater incuravel da doenca, com um custo
socioecondmico sem precedentes, apresentou-se como um importante desafio
para a Saude Publica. Nesse cenario, a reducao de danos e a prevencao se
destacaram como estratégias fundamentais para o enfrentamento dessa
epidemia. Com isso, a importancia do preservativo masculino como instrumento
na prevencdo de homens e mulheres contra o contagio por ISTs e AIDS e da
gravidez ndo desejada trouxe consigo a preocupacao crescente de autoridades
de Saude de todo o mundo sobre a qualidade desse produto.

Os preservativos masculinos disponiveis no Brasil, tanto nacionais quanto
os importados sao certificados compulsoriamente e tém sua producéo regida por
rigorosos critérios, que abrangem aspectos que vao da qualidade do latex até as
especificacoes para as embalagens primarias, de consumo e transporte.
Contudo, o processo de certificacdo embora avalie com detalhes a producéo e o
produto ao final da fabricagdo, ndo aborda a questdo da comercializagdo nos
diversos estabelecimentos como farmacias, drogarias, supermercados, por
serem consideradas questdes tipicas de Vigilancia Sanitaria.

O SUS tem como diretrizes principais a descentralizacéo, a integralidade
do atendimento com a prioridade a prevencéo e a participacdo da comunidade.
A atividade de Vigilancia Sanitaria, portanto, ndo somente faz parte das
competéncias do SUS como tem carater prioritario por sua natureza
essencialmente preventiva. O que permite que se perceba e analise a Vigilancia

Sanitaria como um espaco de intervencdo do Estado, com a propriedade - por
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suas funcdes e instrumentos - de trabalhar no sentido de adequar o sistema
produtivo de bens e servicos de interesse sanitario e os ambientes as demandas
sociais de saude, para os individuos e para a coletividade, assim como as
necessidades do sistema de saude. Dessa forma, embora exista um programa
do Ministério da Saude que ateste a importancia da qualidade dos preservativos
nos resultados de uso e a existéncia de Normas de qualidade para certificacdo
do produto, ndo existem, com foco no risco sanitario, estudos efetuados na
Ameérica Latina a respeito da qualidade dos mesmaos.

Dessa forma, esse estudo propde uma metodologia que seja capaz de
viabilizar e servir de suporte para as acdes de Vigilancia Sanitaria no
monitoramento da qualidade dos preservativos masculinos comercializados em
nivel nacional, pois, a necessidade de uma tecnovigilancia ativa e sistematizada,
de atuacéo especifica, com o olhar do risco sanitario na qualidade deste produto,

e que, o SNVS néo pode prescindir dos laboratérios de Saude Publica.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Estabelecer um modelo de tecnovigilancia sistematizado e ativo para

preservativos masculinos de latex natural.

3.2 ESPECIFICOS

» Desenvolver e propor um desenho de estudo e estabelecer um modelo de
monitoramento dos preservativos comercializados no mercado nacional.

 Propor ao modelo estabelecido, ensaios analiticos das areas de
Microbiologia e Toxicologia (Citotoxicidade), ainda ndo contempladas na
legislacdo em vigor.

* Realizar, como suporte as acdes de Vigilancia Sanitaria, para maior
rastreabilidade, estudo de analise espacial de geoprocessamento nas

amostras de preservativos “pulverizadas” no comércio.
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4 MATERIAL E METODOS

Os testes de avaliacdo da qualidade dos preservativos foram realizados
no INCQS/Fiocruz, nos Departamentos de Quimica, Microbiologia, Farmacologia
e Toxicologia.

Neste estudo ja estdo contempladas as revisbes da ISO 4074 de
novembro de 2015, com a inclusdo dos testes microbiolégicos e de
citotoxicidade, assim como 0s ajustes nos testes fisicos estabelecidos nesta

revisao.

4.1 DEFINICAO DAS AMOSTRAS DE PRESERVATIVOS

Baseado no banco de dados dos preservativos, registrados pela ANVISA

e disponibilizados no portal www.anvisa.gov.jracessado em junho de 2015,

verificou-se 0 quantitativo de preservativos registrados com seus respectivos
fabricantes.

O processo de amostragem aleatdria simples foi realizado com o uso de
uma planilha Microsoft® Excel 2010, conforme exemplificado nas Figuras 10 e
10-A, desenvolvida por Fabio Basilio, servidor do INCQS.

Foi calculado um N laboratorial seguindo o nimero de unidades para
avaliacdo dos preservativos masculinos, estabelecido de acordo com o Plano de
Amostragem por Atributos da ISO 2859-1, utilizado nas normas existentes para
o controle de qualidade desse produto, e que contabiliza, 0 niumero de unidades
necessarias para realizacdo de todos os testes necessarios para avaliagdo dos
preservativos. O N laboratorial foi estipulado em maior ou igual a 600 unidades.

Figura 10 — Programa utilizado para gerar aleatoriedade na escolha

x|

Gerador de NUmeros
Aleatérios

Planilha para geragdo de nimeros aleatérios
dentro de um intervale determinade.

Desenvolvida por Fabic Bazilic
FIOCRUZ - Instituto Nadionzl de Controle de Qualidade am Sadde

Carregando... 70%
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Figura 10-A - Programa utilizado para gerar aleatoriedade na escolha
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4.1.1 Amostras A — PMDP1, PMDP2

Dois diferentes lotes, identificados como Preservativos Masculino Direto
do Produtor (PMDP 1 e PMDP 2), foram adquiridos diretamente do fabricante.
Os lotes PMDP 1 e PMDP 2 tinham 820 unidades em cada um, perfazendo um
total de 1640 unidades.

PMDP 1 = 820 unidades e PMDP 2 = 820 unidades

4.1.2 Amostras pulverizadas no comércio B, C, D

As amostras identificadas como Preservativos Masculino Pulverizados no
Comércio (PMPC) foram selecionadas por critérios aleatorios, excluindo a
amostra B, cujo critério de escolha foi direcionado, formado por preservativos
masculinos pulverizados pelo comércio, de mesma marca e modelo dos
preservativos dos lotes PMDP1 e PMDP2, porém de diferentes lotes de
fabricagao tanto entre si, quanto dos lotes Direto do Produtor.

Para selecionar aleatoriamente as amostras foi utilizado a planilha
Microsoft® Excel 2010 (Figuras 10 e 10-A) para gerar os numeros aleatorios do
banco de dados da ANVISA, observando-se também, o indice de distribuicdo de

mercado publicado pela Revista Nacional Supermercado Moderno em julho 2014
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conforme Figura 11 e Quadro 4. O numero de unidades para avaliacao foi o N
laboratorial estabelecido de acordo com o Plano de Amostragem por Atributos
da ISO 2859-1.

4.1.3 Amostras pulverizadas B — PMPC1

Foram utilizadas 660 unidades de preservativos masculinos, de diferentes
lotes de fabricacdo, de mesma marca e modelo da Amostra A (PMDP 1 e 2),
adquiridos em diversos estabelecimentos comerciais pelo Brasil.

4.1.4 Amostras pulverizadas C - PMPC2

Foram utilizadas 600 unidades de preservativos masculinos de mesmo
lote de fabricagdo, de marca e modelo diferente das anteriores, adquiridos de

diversos estabelecimentos comerciais pelo Brasil.

4.1.5 Amostras pulverizadas D — PMPC3

Foram utilizadas 600 unidades de preservativos masculinos de diferentes
lotes de fabricacdo, de marca e modelo diferente das anteriores, adquiridos em

diversos estabelecimentos comerciais pelo Brasil.

Figura 11 - Participagdo das empresas na preferéncia dos varejistas.
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Fonte: Revista Nacional Supermercado Moderno, julho de 2014. Disponivel em
www.sm.com.br.



QUADRO 4 - Dados de preferéncias de marcas de preservativos masculinos no

Brasil e sua divisdo por &reas Regionais no territorio brasileiro
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BRASIL AREA | AREA Il AREA Il AREAIV | AREAV AREA VI AREA VII
AL, BA,CE, | ES, MG e | Grande RIO | Grande Interior de PR, SCe AC, AP, AM,
PB, PE,RN | Interior do SP SP RS MT, MS,
e SE RJ DF, GO,
MA, PA, PI,
RO,RR e
TO
1-JONTEX 1-JONTEX 1-JONTEX 1-JONTEX 1-JONTEX | 1-JONTEX 1-JONTEX 1-JONTEX
2-0OLLA 2-BLOWTEX | 2-OLLA 2-PRUDENCE | 2-OLLA 2-OLLA 2-PRUDENCE | 2-PRUDENCE
3-PRUDENCE | 3-EROS 3-PRUDENCE | 3-OLLA 3-PRUDENCE | 3-BLOWTEX | 3-OLLA
4-BLOWTEX 4-OLLA 4-BLOWTEX 4-BLOWTEX | 4-OLLA 4-BLOWTEX
5-PRUDENCE
6-LOVETEX

Fonte: Revista Nacional Supermercado Moderno, julho de 2014. Disponivel em www.sm.com.br

4.2 ANALISE ESPACIAL NO CONTEXTO DE ESTUDOS DE
GEOPROCESSAMENTO

Os mapas das localizagBes dos preservativos pulverizados no comeércio
foram obtidos através do Estudo de Analise Espacial e Geoprocessamento
desenvolvidos no

Instituto de Comunicacdo e Informacdo Cientifica e

Tecnoldgica em Saude — (ICICIT/Fiocruz).

4.3 PROCEDIMENTO PARA OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Baseado nas informagbes do banco de dados da ANVISA foi feita uma
pesquisa da quantidade de fabricantes e/ou importadores, seus respectivos
registros e produtos.

Por meio de comunicacéao telefénica, foi realizada uma pesquisa, entre
todos os fabricantes e/ou importadores, para que obtivéssemos, em pelo menos
um, a possibilidade de adquirir quantitativo de amostra necessaria para seguir

os critérios de amostragem, conforme legislacdo vigente, condicionado a

» >» 0 3 >» =
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exigéncia de que estes preservativos ainda ndo estivessem sido disponibilizados
comercialmente. O estudo iniciou-se com dois diferentes lotes obtidos por meio

dessa pesquisa.

4.3.1 Comparativo da qualidade de lotes dois diferentes (PMDP1 e PMDP2)

para certificacao, distribuicdo e mercado

Foram realizados os testes fisicos, microbiolégicos e de citotoxicidade,
seguindo os critérios definidos na legislagdo, nos dois lotes adquiridos
diretamente do fabricante, visando compara-los entre si, para se obter uma base

de dados em relacdo ao comportamento dos lotes pulverizados no mercado.

4.3.2 Comparativo da qualidade dos lotes coletados na industria versus lotes

coletados no mercado nacional

Foi realizada uma busca no mercado para adquirir o N Laboratorial,
definido no item 4.1, de preservativos de mesma marca e modelo dos adquiridos
diretamente do fabricante, conforme descrito no item 4.3 visando comparar os

Lotes PMDP1 e 2 e PMPC1 de mesma marca e modelo.

4.4 TIPOS DE ENSAIOS PARA AVALIACAO DA QUALIDADE DE
PRESERVATIVOS

4.4.1 Testes fisicos

Para os ensaios fisicos, os lotes foram testados segundo 0s requisitos da
ISO 4074 de novembro de 2015, da RDC 62/2008, de acordo com o plano de
amostragem simples, para inspecdo normal, baseados no tamanho de lote de
fabricacdo e no nivel de qualidade aceitavel (NQA), que é o percentual de itens
ndo conformes numa inspecdo e esta relacionado ao tamanho do lote de
producéo, para cada tipo de requisito, estabelecido na norma 1SO 2859-1, que

toma por base o lote de producéo na faixa de 150.001 a 500.000 unidades.
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4.4.1.1 Propriedades dimensionais

4.4.1.1.1 Determinagao do comprimento

O comprimento dos preservativos foi medido segundo a norma ISO 4074/2015
e a RDC 62/2008 utilizando um mandril em ago, escala de 50 a 200 mm conforme
a Figura 12. O preservativo é desenrolado no mandril graduado, esticando-o
suavemente para alisar as dobras causadas pelo tipo de embalagem. O
comprimento, em milimetros (mm), € medido descontando-se o reservatorio, de
treze (13) preservativos conforme estabelecidos pela legislacéo.

» Instrumento: Mandril em aco inox, com escala subdividida em
milimetros 200 mm.
Fundamento: Suspenséo livre do preservativo desenrolado sobre o mandril

e observagdo do seu comprimento excluindo o reservatorio.

FIGURA 12 — Mandril usado para medida de comprimento de preservativos

Fonte: INCQS/DQ/Lab. Ensaios Fisicos

4.4.1.1.2 Determinacao da largura

A largura dos preservativos foi medida segundo a I1ISO 4074/2015 e da RDC
62/2008 utilizando-se uma régua de aluminio com escala de 300 milimetros (mm)
conforme mostra a Figura 13. A largura é medida a (35 + 5) mm de distancia da
extremidade aberta, perpendicular ao comprimento do preservativo desenrolado,
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na parte mais estreita do preservativo. Os mesmos preservativos usados para
medir o comprimento s&o utilizados para medir a largura, sendo utilizadas 13

unidades conforme estabelecido na legislagao.

» Fundamento: Desenrolar o preservativo sobre a régua para medir a sua

largura.

FIGURA 13 — Régua utilizada para medir a largura dos preservativos

Fonte: INCQS/DQ/Lab. Ensaios Fisicos

4.4.1.1.3 Determinacdo da espessura

A espessura dos preservativos foi medida de acordo com as especificacdes
da 1SO 4074/2015 utilizando-se um micrometro digital. A espessura € medida em
trés (3) posi¢cdes de cada uma das 13 unidades dos preservativos usados no
teste de determinacao da espessura. A Figura 14 mostra um esquema elaborado
para padronizar a leitura da espessura em pontos especificos dos preservativos
com um micrdbmetro, sendo calculada a média das medidas conforme

estabelecido na legislacao.

* Instrumento: Micrometro
> Fundamento: A espessura simples da pelicula € medida com um

micrdmetro em trés posic¢des distintas ao longo do preservativo.
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Figura 14 — Determinacdo da espessura dos preservativos

a) Placa plastica com telas
removiveis

b) Divida o preservativo em
trés partes iguais

c) Encaixe a ponta do
reservatério na placa onde
estdo as letras, tomando
cuidado para a lateral ficar
alinhada na letra A ou na
letra que escolher como
guia. Prenda as partes
marcadas encaixando 0s
médulos das placas na area
marcada das divisdes do
preservativo até que fique
esticado sobre a tela

d) Encaixe as pontas do
micrometro no alinhamento
central e faca as trés leituras
na mesma linha. Use as
letras da placa como guia de
linha, unindo as pontas do
micrdbmetro  sempre na
mesma direcao.
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Fonte: INCQS/DQ/Lab. Ensaios Fisicos

4.4.1.2 Determinacao de orificios

A determinacdo de orificios foi realizada seguindo os critérios da 1SO
4074:2015 e da RDC 62/2008, utilizando o equipamento Condom Conductivity
Leak Tester, do fabricante ENERSOL, Austrélia conforme mostra a Figura 15. O
teste pode ser feito através de dois métodos: elétrico e visual. No elétrico, enche-
se 0 preservativo suspenso com uma solucdo aquosa de Cloreto de Sdadio, e a
passagem de corrente elétrica indica a existéncia de furos. E realizado com 315
unidades por lote seguindo o estabelecido na legislagao.

Fundamento: Os preservativos sdo testados eletricamente para detec¢ao de
furos. Um preservativo que nao apresente furos age como um isolante e néo
permite que haja passagem de corrente no circuito elétrico. Um preservativo
com furo permite a passagem de corrente. Os preservativos reprovados no
teste elétrico devem passar pelo teste visual, rolando-os em papel
absorvente colorido para que seja confirmada a existéncia de furos (RDC 62,
2008) (1ISO 4074:2015).
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Figura 15 — Equipamento usado no teste de verificacdo
de orificios de preservativos masculinos

Microfuro

Fonte: INCQS/DQ/Lab. Ensaios Fisicos
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4.4.1.3 Determinacédo da integridade da embalagem

A integridade da embalagem primaria foi avaliada utilizando um aparelho
que consiste em colocar os preservativos acondicionados em suas embalagens
primarias em uma camara de vacuo, equipada com uma bomba de vacuo e um
medidor de pressdo. A camara é submetida a uma pressao negativa de 20 £ 5
kPa durante um minuto. A Figura 16 mostra o esquema do equipamento usado
para realizacdo do teste. Os preservativos sdo submersos em uma solucdo
corante de coloracéo diferente da cor do preservativo. As embalagens primarias
intumescem e permanecem intumescidas durante o tempo de um minuto, tempo
em que sao submetidos a pressdo negativa para ensaio. O principio deste
ensaio é a determinacdo de vazamento na embalagem primaria dos
preservativos, avaliando principalmente a vedacdo da embalagem. Conforme
estabelecido na legislacdo, foram avaliadas 20 unidades de preservativos de
cada um dos lotes especificados, tanto dos lotes PMDP1 e PMDP2, como dos
lotes pulverizados, PMPC1, PMPC2 e PMPC3.

Fundamento: Esta andlise avalia principalmente a vedacao da embalagem
priméria do preservativo. Este ensaio consiste em colocar os preservativos
em uma camara hermética acoplada a uma bomba de vacuo e um medidor
de pressao. A camara € submetida a uma pressao negativa de (20 £ 5) kPa,
durante um minuto. Os preservativos devem estar submersos em uma
solucdo corada. As embalagens primarias devem intumescer e permanecer
intumescidas durante o tempo de ensaio (um minuto). Caso isso ndo ocorra,

essas embalagens séo consideradas ndo conformes.



84

Figura 16 — Aparelho usado para realizar o teste de verificacdo da integridade de
embalagens primaria dos preservativos

Fonte: INCQS/DQ/Lab. Ensaios Fisicos

4.4.1.4 Determinacao da capacidade volumétrica e de pressédo de estouro

As propriedades de insuflagéo, pressao e volume de estouro, foram medidas
de acordo com a ISO 4074/2015 e RDC 62/2008, utilizando um equipamento
automatico de insuflacdo de ar (Condom Inflation Tester, Bust Volume &
Pressure, da ENERSOL, Australia) - de 4 cabines, utilizando o software
Elnflation. A Figura 17 mostra 0 momento da insuflagdo dos preservativos no
equipamento. Esse teste mede a presséo e o volume no momento do estouro.
Os preservativos séo inflados como um baldo, estirando por inteiro o filme de
latex até o seu rompimento, medindo-se, desta forma, a resisténcia do produto.
A vazdo de ar comprimido utilizada foi na faixa de (24 a 30) dm® min-! conforme
definido na legislacéo. Foram testadas 200 unidades de preservativos, de acordo
com a legislacédo, dos lotes especificados.

Fundamento: Insuflagdo de ar no preservativo a uma vazao constante,
registrando o volume e a pressédo no momento do estouro (RDC 62, 2008);
(ISO 4074:2015).
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Figura 17 - Equipamento para determinac¢éo da capacidade volumétrica
e pressao de estouro

4 - . o ‘
Fonte: INCQS/DQ/Lab. Ensaios Fisicos

4.4.1.4.1 Determinacao da estabilidade apds o envelhecimento

A RDC 62/2008, especifica que, em caso de lotes preservativos, cujos a data
de fabricacéo seja menor ou igual a 12 meses no momento dos testes fisicos, o
ensaio da estabilidade do produto antes e depois do envelhecimento. A reviséo
da ISO 4074:2015 acrescentou os ensaios de integridade da embalagem e de
determinacdo de orificios também como parametros a serem avaliados nesta

condicao.

Fundamento: Determinar a capacidade volumétrica e a pressao de estouro
nos preservativos apés condiciona-los, em suas embalagens primarias, a
temperaturas elevadas durante o tempo especificado (RDC 62, 2008); (ISO
4074:2015).
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4.4.1.5 Embalagem e rotulagem

A avaliacdo da embalagem e rotulagem foi realizada seguindo os critérios
estabelecidos na RDC 62/2008. Todos os itens foram verificados incluindo, para
rotulagem, as informac¢des adicionais fornecidas com o preservativo, que
consiste em um novo critério estabelecido pela revisdo da ISO 4074/2015. A
Figura 18 mostra uma néo conformidade em relagdo a um dos itens dos critérios

estabelecidos na legislacéo para avaliacdo da embalagem.

Fundamento: Condicbes a que devem satisfazer as embalagens e as

instrucdes de uso.

Figura 18 — Embalagem priméria ndo conforme segundo os critérios estabelecidos
na RDC 62/2008

D —

2015-06-10

Fonte: INCQS/DQ/Lab. Ensaios Fisicos

4.4.2 Avaliagdo microbiologica

As andlises microbiologicas foram realizadas no Departamento de
Microbiologia do INCQS, Setor de Produtos nao-estéreis, Laboratorio de
Microbiologia de Produtos Estéreis e ndo Estéreis. Os lotes foram testados
seguindo o Procedimento Operacional Padronizado (POP) numero
65.3210.008 rev. 15 (ANEXO B) de acordo com as diretrizes estabelecidas
pela Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo de 2010. Consiste no controle de

qualidade de medicamentos nao estéreis, cosméticos, artigos e insumos de
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salde, agua tratada para dialise e concentrado polieletrolitico para dialise,
assim como matérias-primas de uso em sua fabricacéo. Os testes realizados
visavam a comprovar a existéncia de microorganismos como
enterobactérias, Staphylococus aureus e Pseudomonas aeruginosa citados
na RDC62/2008. A Figura 19 apresenta a sequéncia da avaliacao
microbioldgica dos preservativos.

Figura 19 - Avaliacdo microbiologica dos preservativos masculinos

a) 10gde
preservativos
masculinos.

b) 90 mL de Caldo de
Caseina-soja

Semear uma al¢ada em:

c) Agar Manitol Sal —
Pesquisa de
Staphylococus
aureus.

d) Agar Cetrime —
pesquisa de
Pseudomonas
aeruginosa.

e) Agar MacConkey-
pesquisa de
Escherichia coli

Therme

f)  Incubacéo por 24
horas a 32,5 °C +
2°C.

f)

Fonte: Adaptacéo do esquema da Prof? Joana Angelica Barbosa- INCQS/DM
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4.4.3 Avaliacao de citotoxicidade

Em 1959, Willian Russel e Rex Burch apresentaram a comunidade
cientifica o livro Principles of Humane Experimental Technique, definindo os
3R’s, cuja sigla representa “refinament”, “reduction” e “replacement”, que
significam respectivamente: (1) refinamento: a modificagdo de algum
procedimento operacional com animais, objetivando minimizar a dor e/ou o
estresse. A experiéncia da dor e do estresse tem, como resultado, mudancas
psicologicas que interferem nos resultados obtidos. Sendo assim, o interesse
dos cientistas é assegurar que as condi¢cdes ambientais para 0s animais sejam
as melhores possiveis; (2) reducdo: um menor numero de animais sendo
utilizado para obter a mesma qualidade de informacdo, ou maximizacdo da
informacéo obtida, utilizando-se mesmo namero de animais utilizados no teste
classico; e (3) substituicdo, dos testes in Vivo por testes in vitro (HENDRIKESEN
et al., 1994; PRESGRAVE, 2002; CORRADO, 2007).

Durante a década de 1960, existia pouca atencdo da comunidade
cientifica & regra dos 3R’s. O conceito evoluiu com a tendéncia mundial nos anos
seguintes iniciando uma forte pressdo quanto a implicacdes éticas para a nao
utilizacado de animais em pesquisas cientificas, mobilizando varias entidades e
orgaos regulatérios para validacdo de métodos alternativos na area biomédica.
A partir de 1980 o interesse pela busca de metodologias alternativas a utilizacao
de animais na pesquisa cientifica foi consolidado. Novas legislagbes passaram
a aderir ao conceito dos 3R’s e as pesquisas em métodos alternativos
aumentaram consideravelmente (ROWAN & ANDRUTIS, 1990; PAIXAO, 2001).

Com o controle cada vez mais rigoroso em relagcdo ao uso de animais de
laboratorio, ha necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que
possam detectar a toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos,
principalmente aqueles de aplicacédo clinica, como os biomateriais que nao
devem causar reacdes adversas e nem lesar o organismo do paciente.

O emprego de ensaios em cultura de células de mamiferos para avaliacdo
biolégica de dispositivos médicos foi inicialmente descrito em 1965 por
Rosenbluth et al. Métodos adicionais foram publicados por Guess et al. no
mesmo ano. Northup em 1986 revendo essas e outras subsequentes

publicacdes enfatizou a sensibilidade e a correlacdo dos ensaios em culturas de
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células em relacdo aos ensaios de reatividade biologica “in vivo” para a avaliagéo
biolégica de plasticos.

A partir da 222 Revisdo da Farmacopeia Americana, o ensaio de difusao
em agar foi introduzido como teste de reatividade bioldgica “in vitro” para a
avaliacdo de seguranca de materiais plasticos de uso médico.

O teste de citotoxicidade “in vitro” foram realizadas no Departamento de
Farmacologia e Toxicologia do INCQS, em células de fibroblastos de
camundongo (L929). Consistem em colocar o material direta ou indiretamente
em contato com uma cultura de células, verificando-se as alteracdes celulares e
a incorporagdo de corantes vitais. Os lotes foram testados seguindo o
Procedimento Operacional Padronizado (POP) numero 65.3330.010 rev. 13
(ANEXO C) de acordo com as diretrizes da Farmacopeia Americana (USP 37).
A Figura 20 apresenta a sequéncia da realizacdo do ensaio de citotoxicidade

pelo método de difusao por agar.
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Figura 20 — Sequéncia do ensaio de citotoxicidade pelo método de difusao

em agar

Suspensao
celular
Distribuicdo da
suspenséo celula
na placa

d)

Incubacéo por
48h a 37C e 5%
de CQ.
Substituicdo do
meio MEM
(Minimum Essential
Medium) POr meio
contendo
vermelho neutro
e agar

Corte e aplicagég
das amostras

f)

9)

Incubacéo por
24h a 37C e 5%
de CQ g)
Medig&o do halo
de inibicdo com
auxilio do
paquimetro

Fonte: Adaptacgéo do trabalho de Cleuza Sodré Ribeiro - INCQS/DFT

=
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os Lotes PMDP1 e PMDP2 foram considerados padrdes por serem
preservativos adquiridos direto do produtor e sem ter sido disponibilizados a
comercializagao.

Foram encontrados, no banco de dados da ANVISA, 321 marcas de
diversos modelos e 28 empresas cadastradas.?

E importante ressaltar que, mesmo de posse da pesquisa do banco de
dados da ANVISA, houve dificuldades para coletar as amostras no comércio. Foi
feito, como teste, um sorteio aleatorio no banco de dados da ANVISA e verificou-
Se no comercio o preco e o produto a venda nos principais estabelecimentos
comerciais licenciados para comercializar esse tipo de produto. A marca e o
modelo dos preservativos sorteados ndo foram encontradas em nenhuma
prateleira das regides Sudeste, Sul e Centro Oeste, regides estas onde tentamos
localizar o produto. Diante desta dificuldade, realizou-se uma pesquisa de
marketing de mercado para saber como sao distribuidos os preservativos para
comercializacdo. Essa pesquisa nos trouxe, como resultado a existéncia de uma
revista publicada por especialistas de marketing de mercado, para informar as
preferéncias comerciais das marcas no mercado nacional e o ranking das
empresas nas preferéncias no mercado de varejistas (www.sm.com.br). Em
junho de 2014, a revista publicou uma matéria sobre preservativos masculinos
apontando o ranking das empresas, assim como, dados de preferéncias de
marcas de preservativos masculinos no Brasil e sua divisdo por areas regionais

no territorio brasileiro.

5.1 ESCOLHAS ALEATORIAS

O sorteio das marcas e/ou modelos passou a levar em consideracdo nao
somente o produto selecionado no banco de dados, mas também a regido de
comercializacdo. E bom ressaltar que, nesse processo de monitoramento, existe
a possibilidade também de escolha das regides e/ou locais para 0 monitoramento

do produto. Para tal, pode se utilizar as informacdes das regides onde as marcas

3 Acessado em 10 de marco de 2015.Disponivel em:<http://www7.anvisa.gov.br/datavisa/
Consulta_Produto_correlato/rconsulta_produto_internet.asp>
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sao distribuidas. Assim como, as marcas comercializadas em ambito nacional
podem ser monitoradas, em qualquer parte da regido cobrindo todo territorio de
distribuicdo das marcas, utilizando, além do banco de dados disponibilizado pela

ANVISA em seu portal, o ranking de marcas no mercado.

5.2 COLETA DE AMOSTRAS

Como a distribuicdo dos lotes ndo é homogénea no mercado, notamos a
dificuldade de coletar amostras de preservativos do mesmo lote em quantidade
suficiente para cumprir 0s requisitos da amostragem estabelecida pela
Legislagdo. Para fins de amostragem, utilizamos a pulverizagdo dos lotes,
aplicando nossa escolha por marca e/ou modelo, sorteados aleatoriamente,
utilizando o banco de dados da ANVISA e a tabela publicada na revista do
ranking das marcas para certificar que podemos conseguir coletar a marca
sorteada em alguma regido do pais. O N laboratorial foi estipulado em 600
unidades de preservativos de mesma marca e/ou modelo pulverizados no
comercio.

Esse N laboratorial foi calculado pela soma do numero de unidades
estabelecido na ISO 2859 para realizacao de todos os testes fisicos, somado as
unidades necessarias para os testes microbioldgicos e de citotoxicidade. Todos

0S ensaios seguiram o estabelecido pela ISO 4074:2015.

5.3 IDENTIFICACOES DOS LOTES PULVERIZADOS NO N LABORATORIAL

Os lotes das amostras pulverizadas foram cadastrados em um banco de
dados, recebendo uma codificagdo que incluiu o0 nimero de cddigo postal para
facilitar o reconhecimento de onde o produto foi adquirido, o grupo que orienta o
namero de preservativos de mesmo lote adquirido e um cédigo de subgrupo que
indica o tipo de estabelecimento comercial que foi coletado o produto, além da
data de aquisicdo, endereco do local do estabelecimento comercial - que
alimentam o banco de dados do georreferenciamento -, data de fabricacéo e
prazo de validade, o que facilita a rastreabilidade dos lotes pulverizados no N
laboratorial. Os Quadros abaixo 5, 6 e 7 mostram as identificacdes dos Lotes
Laboratorial PMPC1, PMPC2, PMPC3.



5.3.1 Identificagéo do lote laboratorial PMPC1
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Quadro 5 — Informacéo do Lote laboratorial PMPC1 das amostras pulverizadas

GRUPOS IDENTIFICACAO IDENTIFICACAO TIPO DE SuUB QUANTID. DE Numeragéo
DOS DE LOCALIDADE DOS ESTABELECIMENTO GRUPOS UNIDADES estabelecida nas
LOTES (Estado, LOTE DE DE unidades para
Municipio) FABRICACAO AMOSTRAS sorteios
COLETADAS/ aleatorios para
LOTE realizagcéo dos
ensaios
A 21 D-FV FM A21FM 3 1a3
B 21 A-FV FM B21FM 21 4 a24
B 21 D-SV FM B21FM1 129 25 a 153
C 21 A-FV FM C21FM 27 154 a 180
C 21 D-SV FM C21FM1 57 181 a 237
D 21 D-FV FM D21FM 9 238 a 246
E 21 B FlI FM E21FM 33 247 a 279
F 21 D- FV FM F21FM 27 280 a 306
G 47 C-SV SS G47SS 30 307 a 336
H 47 B -SIV cV H47CV 84 337 a 420
H 47 A- FV Y, H47CV1 54 421 a 474
H 47 B- FV cV H47CV2 42 475 a 516
| 16 C-SlI DV 116DV 144 517 a 660

PMPC1 = 660 unid.

FM — Farmécia/ SS - Sex shop/ CV - Comércio Virtual / DV - Distribuidor virtual
21=RJ
47=SC
16=SP




Quadro 5.1 — Lote PMPC1

» Total Unidade / Lotes lguais coletados em diferentes regides do Brasil

IDENTIFICAGCAO DO

UNIDADES/LOTE

LOTE

D-FV 39
A-FV 102
D-SV 186
B-FllI 33
C-sv 30
B-SIV 84
B-FV 42
C-sli 144

Quadro 5.2— Lote PMPC1

Total de lotes de fabricacdo coletados, Tipos de estabelecimentos comerciais, e

Estados onde foram coletados
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TOTAL DE LOTES TIPO DE ESTADOS ONDE TOTAL DE
COLETADOS ESTABELECIM. FORAM COLETADOS UNIDADES /
ESTADO
08 FM RJ 306
SS SC 210
cVv SP 144
DV

coletados no comércio

Total de 08 Lotes de mesma marca

Total de 660 unidades

FM — Farmécia/ SS - Sex shop/ CV - Comércio Virtual / DV - Distribuidor virtual
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Quadro 5.3 — Lote PMPC1
Identificacdo dos Lotes/Unidades Coletadas e ndo Conformidades

IDENTIFICACAO DO UNIDADES/LOTE NAO
LOTE DE CONFORMIDADE
FABRICACAO
D-FV 39 2
A-FV 102 -
D-SV 186 2
B-FII 33 -
C-SV 30 -
B-SIV 84 1
B-FV 42 -
C-SlI 144 1

5.3.2 IDENTIFICACAO DO LOTE LABORATORIAL PMPC2

Quadro 6 - Informagéao do Lote laboratorial PMPC2 das amostras pulverizadas

GRUPOS IDENTIFICACAO DE IDENTIFICACAO TIPO DE SUB QUANTID. DE
DOS LOCALIDADE DOS ESTABELECIMENTO GRUPOS UNIDADES
LOTES (Estado, Municipio) LOTE DE DE
FABRICAGAO AMOSTRAS
COLETADAS/
LOTE
A 81 D36140401 SS A81SS 600 1 a 600

FM — Farmacia/ SS - Sex shop/ CV - Comércio VirtuaV - Distribuidor virtual
81 =PE




Quadro 6.1 -Total de lotes de fabricacdo coletados, Tipo de estabelecimento

comercial, e regido do Brasil onde foram coletados

TOTAL DE LOTES TIPO DE ESTADOS ONDE TOTAL DE
COLETADOS ESTABELECIM. FORAM UNIDADES /
COLETADOS ESTADO
01 SS PE 600

FM — Farmécia/ SS - Sex shop/ CV - Comércio Virtual / DV - Distribuidor virtual

Quadro 6.2 - Identificacdo do lote de fabricacdo/unidades coletada/n® de ndo

conformidade encontrada

IDENTIFICACAO

UNIDADES/LOTE

NAO

no comeércio

DO LOTE CONFORMIDADE
D36140401 600 1
Total de 01 Lote de mesma marca coletado Total de 600

unidades

96



5.3.3 ldentificacéo do lote laboratorial PMPC3
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Quadro 7 —Informacao do Lote laboratorial PMPC3 das amostras pulverizadas

GRUPOS | IDENTIFICAGAO | IDENTIFICAGAO TIPO DE SUB QUANTID. numeracg&o

DOS DE LOCALIDADE DOS ESTABELECIMENTO | GRUPOS DE das unidades
LOTES (Estado, LOTE DE UNIDADES do Lote
Municipio) FABRICAGCAO DE Laboratorial
AMOSTRAS
COLETADA
SILOTE

A 38 14F4608 FM A38FM 333 1a332
A 38 14F2340 FM A38FM1 12 333a344
A 38 14F3742 FM A38FM2 21 345 a 365
A 38 14F2343 FM A38FM3 16 366 a 381
A 38 13F5082 FM A38FM4 23 382 a 404
A 38 14F1423 FM A38FM5 18 405 a 422
A 38 13F5083 FM A38FM6 17 423 a 439
A 38 14F2342 FM A38FM7 12 440 a 451
B 47 14F4608 FM B47FM 21 452 a 472
B 47 14F3742 FM B47FM1 24 473 a 496
B 47 14F2341 FM B47FM2 18 497 a 514
B 47 14F2342 FM B47FM3 16 515 a 530
C 51 14F1425 SS C51SS 30 531 a 560
D 96 14F2342 SS D96SS 39 561 a 600

PMPC 3 = 600 unid.

FM — Farmacia/ SS - Sex shop/ CV - Comércio VirfuaV - Distribuidor virtual
38=MG 47 =SC51=RS 96 =AP
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Quadro 7.1 — Totais Unidades / Lotes Iguais coletados em diferentes regides do Brasil

14F4608 354
14F2340 12
14F3742 45
14F2343 16
13F5082 23
14F1423 18
13F5083 17
14F2342 67
14F2341 18
14F1425 30

Total de 10 Lotes de mesma marca

coletados no comércio

Total de 600 unidades

Quadro 7.2 — Total de lotes de fabricacéo coletados, Tipos de estabelecimentos
comerciais, e regiao do Brasil onde foram coletados

TOTAL DE LOTES TIPO DE ESTADOS ONDE FORAM TOTAL DE
COLETADOS ESTABELECIM. COLETADOS UNIDADES /
ESTADO
10 SS AP 39
FM MG 452
FM SC 79
SS RS 30

FM — Farmacia/ SS - Sex shop/ CV - Comércio VirtuadV - Distribuidor virtual
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Quadro 7.3 — Identificac@o dos Lotes de Fabricacdo/Unidades Coletadas

e nao Conformidades Encontradas

IDENTIFICAGAO DO | UNIDADES/LOTE NAO CONFORMIDADE
LOTE

14F4608 354 05

14F2340 12

14F3742 45 01

14F2343 16 01

13F5082 23

14F1423 18

13F5083 17

14F2342 67

14F2341 18

14F1425 30

TOTAL DE LOTE QUANT. TOTAL TOTAL NAO
CONFORMIDADES

10 600 07

5.4 MODIFICACOES NAS NORMAS

A NBR ISO 14971 de 2004 - Aplicacbes de gerenciamento de risco em
produtos para a saude - Estabelece o0s requisitos gerais para o gerenciamento e
procedimentos para andlise, avaliagdo e controle do risco. Segundo esta Norma
h&a uma grande confusédo sobre os conceitos utilizados para a definicdo de risco
e perigo, normalmente empregados para representar algo que pode gerar algum
tipo de dano. Contudo, seus significados sdo completamente distintos. Perigo é
uma fonte potencial de dano. O risco é um valor estimado que leva em
consideracédo a probabilidade de ocorréncia de um dano e a gravidade de tal
dano.

Além do risco e do perigo, existem outros conceitos importantes como
fator de risco, modo de falha e danos. O fator de risco é uma condi¢cdo que
favorece a ocorréncia de falha (s) (ASSOCIATION FOR, 1990) (GULLIKSON;
DAVID; BLAIR, 1996). O modo de falha é o efeito pelo qual uma determinada
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falha é observada em um componente de sistema (INTERNATIONAL, 1985). O
dano é um tipo de leséo fisica ou de prejuizo a propriedade ou ao meio ambiente
(NBR ISO 14971, 1994). Este dano € avaliado de acordo com seu nivel de
gravidade e com a frequéncia de ocorréncia.

Um grande argumento contra o uso do preservativo, tanto para
anticoncepcédo quanto para prevencao de DST, fora as questdes religiosas e de
etnias, € o numero relativamente alto de falhas que o método exibe. Do ponto de
vista da anticoncepcéo, o preservativo teria margem de falha da ordem de 4 a 8
no indice de Pearl - isto €, 4 a 8 gestacdes indesejadas em 100 mulheres que se
valem do método, em cada ano (POPULATION, 2010).

Até o presente momento, o Unico método pratico para avaliacdo da
qualidade de preservativos é a caracterizacdo de uma amostra representativa de
um lote ou de uma série de lotes. Isto porgque preservativos de borracha natural
sao artigos produzidos em massa, fabricados em lotes de producdo de grande
quantidade. Assim, ocorrem inevitavelmente variagoes individuais na qualidade
do produto. Logo, é previsivel que haja propor¢cdo de preservativos de um lote
de producdo que nao preencha os requisitos estabelecidos nas normas de
qualidade do produto. Além disso, os testes utilizados para avaliacdo do produto
s&o testes destrutivos (BO, 2007).

Os Planos de amostragem utilizados em preservativos sdo definidos na
norma 1SO 2859-1, que tem como objetivo especificar sistemas aceitaveis de
amostragem para inspec¢ao por atributos, em termos do NQA, definido como
percentual aceitavel de itens ndo conformes em uma inspecao e esté relacionado
ao tamanho do lote de producédo. Os planos de amostragem séo baseados no
tamanho de lote de fabricacdo e no nivel de qualidade aceitavel para cada
requisito. O Quadro 8 mostra os requisitos do plano de amostragem da 1SO 4074,
anexo A, OMS e RDC 62/2008.
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Quadro 8 - Plano de amostragem: ISO 4074; OMS; RDC 62/2008

NQA* Nimero No. Maximo
de aceito de
ENSAIO ) unidades N&o
unidades
Conforme
ISO/ | RDC/62 ISO/ | RDC/
OMS OMS| 62
Comprimento
Largura 1,0 4.0 13 0 1
Espessura
Pressao e Volume de Estouro 15 200 7
Integridade da Embalagem 2,5 20 1
Verificagdo de orificios 0,25 315 2

*NQA - nivel de qualidade aceitavel

Durante o desenvolvimento desse estudo, algumas alteracdes ja se
mostravam necessarias, tanto na aplicacado de alguns métodos de ensaios dos
testes fisicos, como a necessidade de inclusdo de ensaios complementares nao
estabelecidos para o controle de qualidade do produto, com viés do risco
sanitario.

As revisdes sofridas pela ISO 4074 em agosto de 2014 e novembro de
2015, inseriram os ensaios complementares de microbiologia e citotoxicidade,
como algumas insercbes de melhorias dos métodos dos testes fisicos (ex. o
aumento do “airburst” para preservativos acima de 56 mm de largura nominal).
Portanto, isso mostra que, antes mesmo dessas revisdes, a RDC 62/2008, ja
estava defasada em relacdo aos avancos tecnologicos e de producdo dos
preservativos masculinos.

Para Vigilancia Sanitaria, o risco é avaliado em processos,
procedimentos, ambientes, produtos e servi¢os de interesse a saude, e o0 objetivo
de suas ac¢bes € inibir ou minimizar seus efeitos a saude da populacao.
Centradas no controle dos riscos, suas praticas integram a prevencdo de

doencas e agravos, a protecao e a promocéao da saude (COSTA, 2009).
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5.5 PROPRIEDADES FiSICAS

Os testes fisicos foram realizados seguindo as especificacdes da RDC 62/
2008, da revisdo da norma ISO 4074/2014 e 2015. Os lotes das amostras
pulverizadas sdo codificados conforme mostra a Quadro 8 mantendo
rastreabilidade.

Para todas as regulamentagBes o requisito de volume de estouro é
vinculado a largura do preservativo, medida a (75 + 5) da extremidade fechada
do preservativo.

Preservativos com até 12 meses de fabricacdo, de acordo com a RDC
62/2008, passam pelo teste de estabilidade apds envelhecimento, antes do teste
de Determinacao da capacidade volumétrica e de pressao de estouro.

Com as revisfes da ISO 4074:2015, além do teste de determinacdo da
capacidade volumétrica de pressado e de estouro, passou a ser exigido também
os testes de verificagdo da integridade da embalagem e verificacdo de orificios
para preservativos com até 12 meses que passam pelo teste de estabilidade
apos envelhecimento.

Todos os preservativos, aleatoriamente sorteados para o estudo, tinham
52 mm de largura nominal.

Em todas as regulamentacbes o requisito de volume de estouro é
vinculado a largura do preservativo medida a (75 £ 5) mm da extremidade
fechada do preservativo.

O volume de estouro ndo deve ser inferior a 16,0 dm?, para preservativos
com largura nominal menor que 50,0 mm; 18,0 dm3, para preservativos com
largura nominal maior 50,0 mm e menor que 56,0 mm; 22,0 dm3, para
preservativos maiores que 56,0 mm e menor que 65,0 mm; 28,0 dm?3, para
preservativos maior ou igual a 65,0 mm e menor ou igual a 75,0 mm.

Os requisitos dos ensaios dimensionais sao diferentes entre as
organizacdes, sendo a maior diferenca em relacdo ao parametro da espessura.
A ISO 4074 padroniza o0 método de medicdo da espessura, no entanto, nao
estabelece nenhuma exigéncia nos limites do parametro. Por outro lado, a OMS
determina que a espessura do preservativo deva medir entre 0,050 e 0,080 mm,

enquanto a RDC 62 determina somente a espessura minima de 0,03 mm. O
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Quadro 9 mostra os requisitos utilizados para avaliagdo da qualidade dos
preservativos da ISO 4074, OMS, RDC/62.

Quadro 9 - Requisitos utilizados para avaliacdo da qualidade dos
preservativos da ISO 4074, OMS, RDC/62.

Requisito
ENSAIO
ISO OMS** RDC/62
Minimo de
Comprimento 160 mm 180 mm 160 mm
Largura + 2 mm da largura nominal
Espessura N&o ha (0,065 £ Minimo de 0,03
requisito 0,015) mm mm
Pressédo e Volume de Estouro V=16 dm3
(Largura < 50 mm)
V218 dm3
(50 mm 2 largura < 56 mm)
V 222 dm3
(56 mm 2 largura < 65 mm)
V = 28 dm3

————p| Revisdoda

ISO
> <
(65 mm = largura < 75 4074:2015

mm)

Integridade da Embalagem

Embalagem primaria ndo deve apresentar falha

Verificacdo de orificios

Os preservativos ndo devem apresentar

orificios

**A especificagdo da OMS para o requisito de largura também prescreve uma tolerancia de + 1mm na média

de 13 medidas

A OMS prescreve que o comprimento nao deve ser inferior a 170 mm para

preservativos com largura menor que 50,0 mm; 180 mm para preservativos com

largura maior do que 50,0 mm e menor do que 56,0 mm; e 190 mm para

preservativos com largura maior do que 56,0 mm.
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5.6 PROPRIEDADES DIMENSIONAIS (comprimento, largura, espessura)

As propriedades dimensionais consistem em medir o comprimento, a
largura e a espessura dos preservativos. Em geral as dimensfes do produto
variam dentro das faixas de comprimento (160 a 200 mm), largura (45 a 60 mm)
e espessura (0,03 a 0,09 mm).

As Tabelas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) apresentam os resultados das
propriedades dimensionais dos lotes PMDP1, PMDP2, PMPC1, PMPC2 e
PMPC3.



Tabela 1 - Resultados para as medidas dimensionais de comprimento, largura, espessura para PMDP1 e PMDP2.

Comprimento em mm

Largura em mm, medida a 35
mm da bainha

Espessura em mm. Média
de medida de trés

Unidades | PMDP1 PMDP2

avaliadas
1 184 190
2 186 190
3 189 187
4 185 188
5 190 183
6 187 187
7 186 188
8 190 185
9 186 189
10 182 187
11 190 189
12 187 189
13 190 186

Média 187,1 187,5

s 2,60 2,14
A 8 7

PMDP1 — Preservativos Masculino Direto do Prodditor
PMDP?2 - Preservativos Masculino Direto do Prod@tor

Unidades | PMDP1 PMDP2
avaliadas
1 52,5 52,5
2 52,5 52,5
3 52,0 52,5
4 52,5 52,0
5 53,0 52,0
6 52,5 52,5
7 53,0 52,0
8 52,5 52,0
9 52,0 52,0
10 52,0 52,0
11 53,0 52,0
12 52,5 52,0
13 52,5 52,0
Média 52,5 52,2
s 0,4 0,2
A 1,0 0,5

S — Desvio Padréo A - Amplitude

medidas
Unidades | PMDP1 | PMDP2
avaliadas
1 0,035 0,030
2 0,030 0,029
3 0,033 0,030
4 0,029 0,032
5 0,033 0,030
6 0,030 0,032
7 0,030 0,030
8 0,032 0,030
9 0,030 0,030
10 0,030 0,032
11 0,030 0,030
12 0,030 0,031
13 0,030 0,032
Média 0,031 0,031
S 0,0017 0,001
A 0,006 0,003
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Tabela 2 — Resultados para as medidas dimensionais de comprimento, largura,

espessura do Lote Laboratorial PMPC1.

Unidades | COMPRIMENTO LARGURA ESPESSURA
avaliadas mm (medida a (Média de trés
35mm da leituras) mm
bainha) mm
1 183 52,0 0,030
2 187 52,0 0,035
3 184 51,0 0,031
4 188 52,0 0,029
5 182 50,0 0,030
6 187 52,0 0,030
7 188 52,0 0,034
8 189 52,0 0,030
9 188 53,0 0,035
10 189 52,0 0,037
11 191 52,0 0,031
12 181 52,0 0,032
13 188 52,0 0,031
Média 186,5 51,8 0,032
S 3,04 0,7 0,002
A 10 2,0 0,008

s - desv. Pad. A - Amplitude

PMPC1 - Preservativos Masculinos Pulverizados no Comércio 1
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Tabela 3 - Resultados para as medidas dimensionais de comprimento, largura,

espessura do Lote Laboratorial PMPC2.

Unidades COMPRIMENTO LARGURA (medida | ESPESSURA
avaliadas mm a 35mm da bainha) | (Média de trés
mm leituras) mm
1 193 52,0 0,03
2 192 52,0 0,02
3 195 51,0 0,02
4 195 52,0 0,03
5 192 51,0 0,02
6 194 51,0 0,02
7 194 51,0 0,02
8 193 51,0 0,02
9 195 52,0 0,02
10 194 51,0 0,02
11 193 51,0 0,02
12 193 52,0 0,02
13 194 52,0 0,02
Média 193,61 51,42 0,022
S 1,04 0,52 0,0032
A 3 1 0,01

PMPC2 — Preservativos Masculinos Pulverizados no Comércio 2

S - desv. Pad. A - Amplitude
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Tabela 4 - Resultados para as medidas dimensionais de comprimento, largura,

espessura do Lote Laboratorial PMPC3

Unidades COMPRIMENTO LARGURA ESPESSURA
avaliadas mm (medida a (Média de trés
35mm da leituras) mm
bainha) mm
1 200 52,0 0,06
2 198 51,0 0,05
3 198 52,0 0,06
4 192 52,0 0,04
5 193 52,0 0,04
6 190 51,0 0,04
7 195 51,0 0,05
8 195 51,0 0,05
9 195 51,0 0,04
10 196 52,0 0,06
11 195 52,0 0,05
12 195 52,0 0,06
13 200 52,0 0,05
Média 195,54 51,61 0,05
S 2,93 0,51 0,007
A 10 1 0,03

S -desv. Pad. A - Amplitude

PMPC3 — Preservativos Masculinos Pulverizados no Comércio 3
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Tabela 5 — Comparacéao entre as medidas de comprimento entre os Lotes laboratoriais
PMPC1, PMPC2 e PMPC3

Comprimento em mm
Unidades avaliadas | PMPC1 PMPC2 PMPC3
1 183 193 200
2 187 192 198
3 184 195 198
4 188 195 192
5 182 192 193
6 187 194 190
7 188 194 195
8 189 193 195
9 188 195 195
10 189 194 196
11 191 193 195
12 181 193 195
13 188 194 200
Média 186,5 193,61 195,54

S 3,04 1,04 2,93
A 10 3 10

s - desv. Pad. A - Amplitude

PMPC - Preservativos Masculinos Pulverizados no Comércio 1,2,3
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Tabela 6 — Comparacéo entre as medidas de largura entre os Lotes laboratoriais
PMPC1, PMPC2 e PMPC3

Largura em mm, medida a 35 mm da bainha

Unidades PMPC1 PMPC2 PMPC3

avaliadas
1 52,0 52,0 52,0
2 52,0 52,0 51,0
3 51,0 51,0 52,0
4 52,0 52,0 52,0
5 50,0 51,0 52,0
6 52,0 51,0 51,0
7 52,0 51,0 51,0
8 52,0 51,0 51,0
9 53,0 52,0 51,0
10 52,0 51,0 52,0
11 52,0 51,0 52,0
12 52,0 52,0 52,0
13 52,0 52,0 52,0

Média 51,8 51,42 51,61

S 0,7 0,52 0,51
A 2,0 1 1

S - desv. Pad. A - Amplitude
PMPC - Preservativos Masculinos Pulverizados no Comércio 1,2,3



Tabela 7 - Comparacéo entre as medidas de espessura entre os Lotes

laboratoriais PMPC1, PMPC2 e PMPC3
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Resultados da Média de trés leituras (mm) das 13 unidades

Unidades avaliadas PMPC1 PMPC2 PMPC3

1 0,030 0,03 0,06
2 0,035 0,02 0,05
3 0,031 0,02 0,06
4 0,029 0,03 0,04
5 0,030 0,02 0,04
6 0,030 0,02 0,04
7 0,034 0,02 0,05
8 0,030 0,02 0,05
9 0,035 0,02 0,04
10 0,037 0,02 0,06
11 0,031 0,02 0,05
12 0,032 0,02 0,06
13 0,031 0,02 0,05

Média 0,032 0,022 0,05
S 0,002 0,003 0,007
A 0,008 0,01 0,03

PMPC — Preservativos Masculinos Pulverizados no Comércio 1,2,3

s > desv. Pad. A > amplitude
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Tabela 8 — Média dos valores obtidos para as medidas dimensionais de
comprimento, largura e espessura dos Lotes Laboratoriais PMDP1, PMDP2, PMPC1,
PMPC2, PMPC3

MEDIA DOS VALORES ENCONTRADOS

Comprimento (mm) Largura (mm) Espessura (mm)
PMDP1 187,1 52,5 0,031
PMDP2 187,5 52,2 0,031
PMPC1 186,5 51,8 0,032
PMPC2 193,6 51,4 0,022
PMPC3 195,5 51,6 0,05

PMDP - Preservativos Masculinos Direto do Produtor 1, 2
PMPC — Preservativos Masculinos Pulverizados no Comércio 1, 2, 3

O lote PMPC1, apesar de ser da mesma marca, modelo e fabricante de PMDP1
e PMDP2, € um lote formado por preservativos pulverizados, neste caso existem
algumas diferencas nos resultados obtidos.

Em geral a distribuicdo do comprimento dentro de um lote e entre lotes de
um mesmo fabricante d4 uma visdo da homogeneidade do processo produtivo
do fabricante, neste caso, é importante avaliar a amplitude e o desvio padréo
entre as medidas.

A largura define o tamanho do preservativo e refere-se principalmente ao
perimetro (duas vezes a largura plana, semicircunferéncia).

As especificacdes da OMS exigem dois requisitos combinados em relacao
a largura: os preservativos devem ter largura individual de 52 + 2 mm com
tolerancia de £ 1mm na média das treze medidas. Em relagdo a RDC 62/2008
exige que a média da largura seja de + 2 mm da largura nominal declarada pelo
fabricante.

O resultado da espessura é a média das trés medidas realizadas em cada
um dos treze preservativos de cada lote.
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As especificacdes da OMS exigem que a média da espessura esteja na
faixa de 0,05 a 0,08 mm. O Lote PMPC3 atingiu o limite minimo estabelecido por
esta especificagéo.

Todos os preservativos usados nesta Tese apresentaram largura nominal
declarada de 52 mm e média de espessura fina.

Quando todas as propriedades dimensionais Sao iguais, preservativos
mais finos tendem a apresentar uma vida util mais curta do que aqueles de maior
espessura, ja que a oxidacdo esta relacionada com a razdo entre a area de
contato e o volume do preservativo (KESTELMAN, 2000).

Com relacdo aos resultados obtidos para as propriedades dimensionais,
0 comprimento e a largura de todos os lotes analisados estdo em conformidade
com a legislacéo. Entretanto, em relacao a espessura, os resultados obtidos para
o lote PMPC2, Amostra C, esta ndo conforme, pois, apresentou valor meédio
abaixo do valor minimo estabelecido pela RDC 62/2008 que estabelece a média
minima de 0,03 mm para medida da espessura.

5.7 DETERMINACAO DE ORIFICIOS

Pode-se observar através do Quadro 10 os resultados do teste de verificacédo
de orificios para os lotes laboratoriais PMDP1, PMDP2, PMPC1, PMPC2,
PMPC3. O Quadro 10.1 mostra a correlacao lote de fabricacéo, identificacao da
amostra, unidades coletadas e ndo conformidades encontradas no lote
laboratorial PMPC3. A Figura 21 representa as amostras ndo conformes no teste

de verificagdo de Orificios
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Quadro 10 - Resultados encontrados para o teste de verificacdo de orificios para
os Lotes laboratoriais de PMDP1, PMDP2, PMPC1, PMPC2, PMPC3.

Determinacéo de Orificios

IDENTIFICACAO N° DE NC/LOTE TOTAL DE NC
DA AMOSTRA NC
PMDP 1 00 00 00
PMDP 2 00 00 00
PMPC 1 00 00 00
PMPC 2 00 00 00
PMPC 3 A38FM 03 07
B47FM 02
B47FM1 01
A38FM3 01

NC — Nao conformidade

PMDP — Preservativo Masculino Direto do Produtor 1, 2

PMPC — Preservativo Masculino Pulverizado no Comércio 1, 2, 3

Quadro 10.1 — Correlacéo Lote de Fabricacdo/Amostra Identificada/Quantidade de
Unidades Coletado/N&o Conformidades Encontradas

IDENTIFICACAO DO EQUIVALENCIA DA UNIDADES/LOTE NAO
LOTE AMOSTRA AO LOTE CONFORMIDADE
14F4608 A38FM 354 05
B47FM
14F2340 A38FM1 12
14F3742 B47FM1 45 01
14F2343 A38FM3 16 01
13F5082 A38FM4 23
14F1423 A38FM5 18
13F5083 A38FM6 17
14F2342 B47FM3 67
14F2341 B47FM2 18
14F1425 C51SS 30
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Figura 21 — Amostras ndo conformes no Teste de Verificagdo de Orificios
em todos os lotes do estudo

Determinagdo de Orificios
Amostras com unidades Nao Conformes

r—— ) |

- — |

S —— >/ |
L - ,,,,,/ 7 —

PMDP1 ” w2
PMDP2 py1ocq owres

De acordo com os resultados obtidos para o teste de determinacéo de
orificios, o Lote PMPC3, em trés (3) unidades de mesmo lote de fabricacao,
adquiridos em diferentes lugares, ndo conformidades. Ressaltamos que lote
laboratorial é formado pela soma de unidades coletadas no comércio de diversos
Estados brasileiro, de mesma marca, escolhas aleatdrias. Logo, é um grande
alerta encontrar trés unidades de mesmo lote de fabricacao insatisfatorios nestas

condicoes.
5.8 DETERMINAQAO INTEGRIDADE DA EMBALAGEM PRIMARIA

De acordo com as especificacdes da OMS, a embalagem primaria deve ser
guadrada para que o preservativo que permanece na embalagem ndo se
distorca. Deve ser hermeticamente selada e opaca para proteger o produto de
contato com oxigénio, a umidade e a luz. O material deve ser laminado
(aluminio), flexivel e impermeavel, com camada interna de material plastico
(polietileno).

O principio deste ensaio é a determinacdo de vazamento na embalagem
priméria. Os preservativos acondicionados na embalagem primaria séo
submetidos a uma pressao menor do que a pressao atmosférica mantendo o
vacuo por 1 minuto. Conforme o plano de amostragem estabelecido pela
legislacdo, sdo avaliadas 20 unidades sendo o lote aprovado se apresentar até

uma (1) unidade nao conforme.
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O Quadro 11 mostra os resultados encontrados para o teste de verificacdo

da integridade da embalagem primaria dos lotes laboratoriais PMDP1, PMDP2,
PMPC1, PMPC2, PMPC3. O Quadro 11.1 mostra a correlagdo dos lotes de

fabricacéo, identificacdo da amostra, quantidade de unidades coletadas e nao

conformidade encontrada. A Figura 22 mostra a embalagem néo conforme em

relacdo ao teste de integridade da embalagem priméria.

Quadro 11 - Resultados encontrados para teste de verificagdo da integridade da
embalagem de PMDP1, PMDP2, PMPC1, PMPC2, PMPC3

DETERMINACAO DA INTEGRIDADE DA EMBALAGEM

IDENTIFICAGAO N° DE LOTE FABRICAGAO TOTAL DE NC
DA AMOSTRA NC
PMDP 1 00 00 00
PMDP 2 00 00 00
PMPC 1 00 00 00
PMPC 2 00 00 00
PMPC 3 D96SS 14F2342 01

NC — Nao conformidade

PMDP - Preservativo Masculino Direto do Produtor 1, 2
PMPC - Preservativo Masculino Pulverizado no Comércio 1, 2, 3

Quadro 11.1 — Correlacao Lote de Fabricacdo/ldentificagcdo da Amostra/Quantidade de

Unidades do Lote Coletado/Nao Conformidade

IDENTIFICACAO DO IDENT. DA AMOSTRA UNIDADES/LOTE NAO CONFORMIDADE
LOTE DE FABR. AO LOTE
14F4608 A38FM 354
B47FM
14F2340 A38FM1 12
14F3742 A38FM2 45
B47FM1
14F2343 A38FM3 16
13F5082 A38FM4 23
14F1423 A38FM5 18
13F5083 A38FM6 17
14F2342 A38FM7 67
B47FM3
D96SS 01
14F2341 B47FM2 18
14F1425 C51SS 30
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FIGURA 22 — Nao conformidade encontrada no teste de verificagdo
de Integridade da embalagem primaria

Fonte: DQ/INCQS

5.9 DETERMINAGCAO DA CAPACIDADE VOLUMETRICA E DE PRESSAO DE
ESTOURO

7z

O teste de insuflagdo é historicamente utilizado como indicador da
resisténcia do preservativo, medindo a pressdo e o volume de estouro. A
principais vantagens sao a avaliacdo quase total do produto, sensibilidade as
falhas localizadas no filme, possibilidade de correlacionar o baixo desempenho
no teste com a degradacéo e o envelhecimento do preservativo, bem como, com
a taxa de rompimento em uso.

Avaliamos 200 unidades dos Lotes PMDP1, PMDP2, PMPC1 PMPC2 e
PMPC3 conforme estabelecido no plano de amostragem, NQA de 1,5%, maximo
de aceitos de 7 unidades de ndo conformes no Lote laboratorial PMPC1.

O Quadro 12 mostra a relagéo dos lotes de fabricacao, a identificacao das
unidades e sua equivaléncia ao lote de fabricacdo e o niumero de unidades de
cada lote de fabricacdo coletadas no comércio para formar o Lote laboratorial
PMPC1.
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Quadro 12 — Relacao dos lotes de fabricagdo, a identificacdo das unidades e sua
equivaléncia ao lote de fabricacdo e o nimero de unidades de cada lote de fabricacéo

coletadas no comércio para formar o Lote laboratorial PMPCL1.

IDENTIFICACAO DO EQUIVALENCIA DA UNIDADES/LOTE
LOTE DE AMOSTRA AO LOTE
FABRICACAO

D-FV A21FM 39
F21FM

A-FV B21FM 102
C21FM

D-SV B21FM1 186

B-FlI E21FM 33

C-sv G47SS 30

B-SIV H47CV 84

B-FV H47CV2 42

C-slii 116DV 144

O teste do volume apresenta-se como propriedade de maior importancia

neste teste. Observamos que a maior parte das ndo conformidades € maior no

volume de estouro do que na presséao. As Figuras 23, 24, 25, 26, 27 mostram o0s

histogramas dos resultados do ensaio de verificacdo da capacidade volumétrica

e de pressao de estouro para os testes realizados nos lotes PMDP 1, PMDP2,

PMPC1, PMPC2, PMPC3, respectivamente. Esses graficos sdo gerados pelo

programa do ensaio e os limites minimos da pressao e do volume estdo na parte

escura do gréfico.
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Figura 23 — Histograma do Lote PMDP1
teste de determinacdo da capacidade volumétrica e pressao de estouro

PRESERVATIVO ELTTE 270614 - A-5V - B.direio do distrihuidor - New - Tested on 30/6/2015 11:55:50 PRESERVATIVO ELITE 270614 - -5 - B.direto do distrihuidor - New - Tested on 30/6/2015 11:56:50

Tatal = 200, Mean = 2.13 kP, Median= 2153kPa SD= 018 kP2 Total = 200, Mean = 3766 L, Median= 3800 L, SD =362 L
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PMDP1 — Preservativo Masculino Direto do Produtor 1

Figura 24 — Histograma do Lote PMDP2
teste de determinacado da capacidade volumétrica e pressao de estouro
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Figura 25— Histograma do Lote PMPC1
teste de determinacdo da capacidade volumétrica e pressao de estouro
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Figura 26 — Histograma do Lote PMPC2
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Figura 27 — Histograma do Lote PMPC3
teste de determinacdo da capacidade volumétrica e pressao de estouro
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Tabela 9 — Resultado das medidas de disperséo para o ensaio de determinacéo da
capacidade volumétrica e de pressao de estouro dos Lotes Laboratoriais PMDP1,
PMDP2, PMPC1, PMPC2, PMPC3.

Pressao (kPa) Volume (L)
LOTE x S Ep Variancia x S ep Variancia
PMDP1 | 2,130 | 0,175 | 0,012 0,031 37,662 | 3,622 | 0,256 13,120
PMDP2 | 1,896 | 0,189 | 0,013 0,036 33,732 | 4,120 | 0,291 16,977
PMPC1 | 1,930 | 0,255 | 0,018 0,065 34,535 | 5,147 | 0,363 26,494
PMPC2 | 1,655 | 0,114 | 0,008 0,013 38,945 | 2,617 | 0,185 6,849
PMPC3 | 1,866 | 0,139 | 0,009 0,019 38,777 | 3,761 | 0,266 14,142

X - Média s - desvio padrdo ep - erro padrdo

PMDP - Preservativo Masculino Direto do Produtor 1, 2
PMPC - Preservativo Masculino Direto do Produtor 1, 2, 3

A Tabela 9 mostra que as médias de pressao de estouro variaram entre
1,896 e 2,130 (kPa) e as do volume entre 33,732 e 38,945 (L). Considerando o
erro padréo e que os Lotes PMPC1, PMPC2, PMPC3 sao lotes de fabricagéo

pulverizados, ndo ha equivaléncia estatistica tanto para pressdo como para o
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volume, podendo ser considerado como limitacdes intrinsecas ao método de
ensaio e a variabilidade dos preservativos que sao fabricados em massa.

As Figuras 28 a 32 mostram os graficos que representam variabilidades
de cada Lote estudado para pressdo e volume de estouro, mostrando que as
unidades ndo sdo uniformes. Entretanto, a distribuicdo alonga para esquerda,
tanto para pressao como para o volume, caracterizando uma distribuicdo nao
normal contaminada por “outliers”, porém dentro da &rea de conformidade, com
excecdo do Lote PMPC1 que apresentou valores de pressdo e volume abaixo

dos valores estabelecidos.

Figura 28 — Gréfico do teste determinacao da capacidade
volumétrica de pressao e de estouro do Lote PMDP1
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Figura 29 — Grafico do teste determinacao da capacidade
volumétrica de pressao e de estouro do Lote PMDP2
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Figura 30 — Gréfico do teste determinacao da capacidade
volumétrica de pressao e de estouro do Lote PMPC1
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Figura 31 — Grafico do teste determinacao da capacidade
volumétrica de pressao e de estouro do Lote PMPC2
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Figura 32 — Gréfico do teste determinacao da capacidade
volumétrica de presséo e de estouro do Lote PMPC3

Capacidade volumétrica de pressao de estouro

PMPC3
2,4
2,2
= 2 o o8 %eeg’ ' '°‘:‘
g s .; c; ] o
o b8 geg 33‘
W 1,6 0990, o
o ° °
L 14
o ..
1,2 ®
1
25 30 35 40 45 50
Volume (L)
N = 200

PMPC3 — Preservativos Masculinos Pulverizados no Comércio 3



125

A norma estabelece os limites minimos individuais iguais a 1 kPa e 18 dm?
para a pressao e volume de estouro, respectivamente. A amostra ndo conforme
€ aquela que apresenta ndo conformidade em ambos 0s parametros ou em um
deles. No Lote laboratorial PMPC1 encontramos nao conformidades, para
ambos os requisitos (pressao e volume). A Tabela 10 mostra os resultados de
nao conformidades encontradas, a correlagdo com o lote de fabricacdo, a
identificagédo da unidade nao conforme, e o total de unidades ndo conformes por
lote identificado para o teste de verificacdo de capacidade volumétrica e de
pressdo de estouro. A Tabela 4 representa os Lotes Laboratoriais estudados,
guantidades avaliadas e as ndo conformidades encontradas.

A incidéncia de nao conformidades no volume de estouro € maior do que
na pressao de estouro pois, em geral, a amostra que apresenta nao

conformidade na pressao também apresenta no volume.

Tabela 10 — Resultados de ndo conformidades encontradas para o teste de
verificacdo da capacidade volumétrica e presséo de estouro dos Lotes Laboratoriais
PMDP1, PMDP2, PMPC1, PMPC2, PMPC3, identificando as amostras e sua
correlacdo com o lote de fabricacdo

VERIFICACAO DA CAPACIDADE VOLUMETRICA E PRESSAO DE ESTOURO

IDENTIFICACAO NO LOTE N° DE LOTE DE TOTAL DE NC
LABORATORIAL FABRICACAO

PMDP 1 00 00 00
PMDP 2 00 00 00
PMPC 1 B21FM1 D-SV 01
G47SS C-sv 01

H47CV B-SIV 01

116DV C-sll 01

F21FM D-FV 01

PMPC 2 00 00
PMPC 3 00 00

NC — Nao conformidade
PMDP - Preservativo Masculino Direto do Produtor 1, 2
PMPC — Preservativo Masculino Pulverizado no Comércio 1, 2, 3
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Tabela 10.1 — Lotes Laboratoriais/quantidades de unidades avaliadas/ndo
conformidades encontradas

AMOSTRAS N p \% total
PMDP 1 200 00 00 00
PMDP 2 200 00 00 00
PMPC 1 200 03 05* 05
PMPC 2 200 00 00 00
PMPC 3 200 00 00 00

* Foram encontrados dois preservativos furados em PMPCL1.

P - presséo V - volume

PMDP - Preservativo Masculino Direto do Produtor 1, 2
PMPC - Preservativo Masculino Pulverizado no Comércio 1, 2, 3

Pelas caracteristicas dos graficos, podemos notar uma variabilidade nos
lotes de fabricacdo, tanto nos lotes pulverizados como também nos testes
realizados com preservativos de mesmo lote de fabricagcdo. Isso pode ser
explicado por ser um produto produzido em massa, pela influéncia das
propriedades do filme de latex que dependem do latex original, do tipo de
armazenamento até a sua utilizacdo, do tempo de maturacdo do latex, da
dispersdo, da composicéo (latex + dispersao), das condi¢cdes de imerséo e de
vulcanizacédo, das condi¢des e do tempo de estocagem apds o dipping e antes
da finalizagdo do produto. O que ressalta a importancia de além da certificacao,
uma andlise de monitoramento versus analise controle versus andlise fiscal, por

se tratar de um produto heterogéneo em cada lote de fabricacao.

5.10 EMBALAGEM E ROTULAGEM

As embalagens primarias e de consumo devem satisfazer as condicbes
prescritas no ANEXO | da RDC/62.

Os resultados encontraram uma (1) ndo conformidades em relacdo a
embalagem de consumo, segundo o item f, do Anexo 1.4.2 da RDC na amostra
PMPCL1. Esse item tem os seguintes dizeres “proteja este produto do calor, da

umidade e da luz” como mostra a Figura 33 a embalagem danificada
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possivelmente pela acdo do sol. Vale ressaltar, como essa embalagem pertence
ao Lote de preservativos pulverizados no comércio, entendemos entdo que esta
nao conformidade foi em decorréncia do ndo acondicionamento adequado por
parte do comerciante, estando em desacordo com as orientacdes disponiveis na
propria embalagem do produto. O Quadro 13 e a Tabela 11 mostram a

identificagdo do preservativo com embalagem n&ao conforme.

Figura 33 — Embalagem de consumo danificada pela acédo da luz.

Quadro 13 — Identificagcéo preservativo com embalagem néo conforme no teste de
embalagem e rotulagem

CORRELACAO DO LOTE DE FABRICACAO/IDENTIFICACAO
DA AMOSTRA DE EMBALAGEM NAO CONFORME

Lote de fabricacdo IDENT. NO LOTE LABORAT.
D-FV A21FM

Na Tabela 11 podemos observar que, em todos os Lotes pulverizados no
comeércio, para os testes fisicos, encontramos ndo conformidades em um ou
outro ou ambos os testes. Somente nos Lotes PMDP1 e PMDP2 ndo houve
ocorréncia de nenhuma nédo conformidades. A Figura 34 mostras 0s ensaios
realizados e as ndo conformidades encontradas nos Lotes estudados para os

testes fisicos.
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Tabela 11 — Testes realizados e nao conformidades encontradas nos Lotes

Laboratoriais

PMDP1 | PMDP2 | PMPC1 | PMPC2

PMPC3

Propriedades - - - 1

Dimensionais

Verificacéo de - - - -

orificios

Integridade da - - - -

embalagem

Capacidade - - 5 -
volumétrica e

presséo de estouro

Embalagem e - - 1 -
rotulagem

PMDP - Preservativo Masculino Direto do Produtor 1, 2
PMPC - Preservativo Masculino Pulverizado no Comércio 1, 2, 3

Figura 34 - Testes realizados e ndo conformidades encontradas nos Lotes

laboratoriais

Testes realizados e Nao Conformidades
encontradas/Lote

EMBALAGEM E ROTULAGEM
CAPACIDADE VOLUMETRICA E DE...

INTEGRIDADE DA EMBALAGEM

VERIFICAGAO DE ORIFICIOS

PROPRIEDADES DIMENSIONAIS

mPMPC1
PMPC2
HPMPC3
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6 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

A versao original do Regulamento Técnico de Qualidade n°® 9 do
INMETRO previa a realizacdo de testes microbiol6gicos para o controle de
qualidade dos preservativos masculinos. Entretanto, esse procedimento deixou
de ser exigido na versdo final, tendo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria adotado
0 mesmo procedimento que se verifica em ambito internacional. Os testes
microbiolégicos também ndo se incluem entre os requisitos de controle de
qualidade dos preservativos adotados pela Comunidade Europeia e em
nenhuma nagao industrializada (SCHIAVO, 1997).

Entretanto, a RDC 62/2008 estabelece em principios gerais que 0s
fabricantes deverdo tomar as precaucdes adequadas para minimizar a
contaminacao microbiolégica do produto durante o processo de fabricacéo e
embalagem e, estabelece ainda que, quando se realiza a avaliacdo, a contagem
de microorganismos aerobios totais devem ser menores que 100 ufc/g e deve
comprovar a auséncia de enterobactéria, Staphylococus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. A Figura 35 mostra a avaliacdo microbioldgica realizada nos

preservativos masculinos.

Figura 35 — Avaliacdo microbioldgica dos preservativos masculinos

Fonte: Prof2. Joana Angélica B. Ferreira. Dep. Microbiologia, INCQS/Fiocruz

Os Quadros 14 a 18 mostram os resultados encontrados nos testes
microbiolégicos para o Lotes laboratoriais PMDP1, PMDP2, PMPC1, PMPC2,
PMPC3. O Quadro 19 mostra 0s microorganismos encontrados nos Lotes
Laboratoriais e suas respectivas identificacbes. O Quadro 20 mostra o0s
preservativos  ndo conformes encontrados nos testes microbioldgicos,

identificando os Lotes laboratorial e correspondentes lotes de fabricacao.
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Segundo Versalovic e colaboradores, os microorganismos encontrados
nos Lotes estudados tem as seguintes caracteristicas (VERSALOVIC, 2011).
Escherichia coli — bastonete Gram-negativo, sdo patdégenos capazes de causar
doencas debilitantes em tecidos intestinais e extra intestinais, como
gastroenterite, intoxicacdo alimentar, infeccdées nos tratos urinarios e
respiratérios, as vezes podendo levar ao 6bito.
Citrobacter freundii , esta bactéria pode ser isolada de analises clinicas como
agente patogénico - causadores de doenca, podendo ser encontradas nas fezes
dos humanos e animais
Pseudomonas aeruginosa — bastonete Gram-negativo, flagelado e aerébio. E
um microrganismo versatil e encontrado em diferentes ambientes, incluindo solo,
agua, animais e plantas. E considerado mais um patégeno secundario ou
oportunista do que causador de infeccbes primarias em pacientes saudaveis,
apesar disso, € um microrganismo de importancia clinica, visto que é um dos
principais patdégenos causadores de infec¢cdes hospitalares em pacientes
debilitados ou imunodeficientes.
Candida albicans — Fungo presente na microbiota intestinal e genitourinaria em
70% dos humanos. E um patégeno oportunista, causando normalmente
infecgbes brandas ou assintomaticas em individuos saudaveis e infecgées mais
severas em individuos com sistema imunologico debilitado. Os exemplos mais
comuns de infeccdo por C. albicans sé@o a candidiase orofaringea e a candidiase
vulvovaginal. Adicionalmente as infeccdes em mucosas, o microrganismo pode
causar infec¢des sistémicas e invasivas, que sao infec¢cées potencialmente
letais, onde o fungo atravessa a barreira epitelial e atinge a corrente sanguinea
(candidemia), podendo infectar quase todos os 6rgaos.
Enterobacter cloacae é facultativamente anaerdbia sua morfologia é forma de
bastonete, encontra-se amplamente distribuida em agua, esgotos, solo, carne,
ambientes hospitalares; na pele e trato intestinal do homem e outros animais
comporta-se comensal. Esta associada a infeccfes do trato urinario, infeccdes
do trato respiratério, sepse e bacteremia.
Pseudomonas stutizeri - -septicemia, osteomielite e artrite, endocardite,

meningite, pneumonia e/ou empiema, ectima gangrenosa, ventriculite.



Quadro 14 — Resultados dos testes microbiolégicos para o Lote laboratorial PMDP1

AMOSTRA IDENT. DATA DA Bactérias Enterobactérias Staphylococus Pseudomonas Candida OUTROS
NO LOTE DE AVALIACAO aerdbias aureus aeruginosa albicans
FABRICACAO totais
U.F.C/g
Bolores e
Preservat. Auséncia em 1g Auséncia em 1g Auséncia em 1g Auséncia em Leveduras
) D-FIV 01/02/2016 < 10
Masculino

1g

Auséncia em

1g

PMDP1 — Preservativo Masculino Direto do Produtor 1

UFC - unidade de formacéao de coldnias
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Quadro 15 — Resultados dos testes microbiolégicos para o Lote laboratorial PMDP2

AMOSTRA IDENT. DATA DA Bactérias Enterobactérias Staphylococus Pseudomonas Candida OUTROS
NO LOTE DE AVALIACAO aerdbias aureus aeruginosa albicans
FABRICACAO totais
U.F.C/g
Bolores e
Preservat. Auséncia em 1g Auséncia em 1g Auséncia em 1g Auséncia Leveduras
A-FIV 01/02/2016 < 10
Masculino em 1g Auséncia em
19

PMDP2 — Preservativo Masculino Direto do Produtor 2

UFC - unidade de formacéao de coldnias

132




Quadro 16 — Resultados dos testes microbioldgicos para Lote laboratorial PMPC1

AMOSTRA IDENT. DATA Bactérias Enterobactérias Staphylococus Pseudomonas Candida OUTROS
NOLOTE aerobias aureus aeruginosa albicans
LABOR. )
totais
U.F.C/g
Preserv. o o Auséncia em 1g Auséncia em
) B21FM1 02/12/15 < 10 Auséncia em 1g | Auséncia em 1g
Masculino 1g
Preserv. F21FM o o Auséncia em 1g Auséncia de
) 02/12/15 < 10 Auséncia em 1g | Auséncia em 1g
Masculino 1g
Preserv. G47SS o o Auséncia em 1g Auséncia de
) 02/12/15 1,3x 103 Auséncia em 1g | Auséncia em 1g
Masculino 1g
Preserv. 116DV _ ) Auséncia em 1g Auséncia de
) 02/12/15 < 10 Ausénciaem 1g | Auséncia em 1g
Masculino 1g
Presenca de Presenca de | Presencade
Preserv. Enterobacter cloacae | Auséncia em 1g Auséncia em 19 Candida Pseudomonas
) 02/12/2015 3,0x10° ) _ )
Masculino H47CV e Citrobacter albicans em stutzeri
freundii 1g

PMPC1 — Preservativo Masculino Pulverizado no Comércio 1

UFC - unidade de formacéao de coldnias

133




Quadro 17 — Resultados dos testes microbiologicos para Lote laboratorial PMPC2

AMOSTRA IDENT. DATA Bactérias Enterobactérias Staphylococus Pseudomonas Candida OUTROS
NO LOTE - . .
| ABOR. aerodbias aureus aeruginosa albicans
totais
U.F.Clg
Preservat. o . . .
) A81SS | 07/01/15 1,6 x 103 Auséncia em 1g | Ausénciaem 1g | Ausénciaem 1g | Auséncia
Masculino
em 1g

PMPC2 — Preservativo Masculino Pulverizado no Comércio 2

UFC - unidade de formacéao de coldnias

134
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Quadro 18 — Resultados dos testes microbioldgicos para Lote laboratorial PMPC3

AMOSTRA IDENT. | DATA Bactérias Enterobactérias Staphylococus Pseudomonas Candida OUTROS
NO aerdbias aureus aeruginosa albicans
LOTE totais
LABOR. U.F.Clg
Bolores e
Preserv. 21/03/ Presenca de Ausénciaem 1g | Ausénciaem 1g Auséncia em Leveduras
i B47FM1 1,0 x 10° T )
Maculino 2016 Escherichia coli 19 Auséncia
em 1g
Bolores e
Preserv. 21/03/ . Ausénciaem 1g | Ausénciaem 1g Auséncia em Leveduras
< 10 Auséncia em 1g
Maculino A38FM1 2016 19 Auséncia
em 1g
Bolores e
Preserv. 21/03/ . Ausénciaem 1g | Ausénciaem 1g Auséncia em Leveduras
< 10 Auséncia em 1g
Maculino B47FM2 2016 19 Auséncia
em 1g
Bolores e
Preserv. A38FM4 | 21/03/ ) Ausénciaem 1g | Ausénciaem 1g Auséncia em Leveduras
. < 10 Auséncia em 1g .
Maculino 2016 19 Auséncia
em 1g
Bolores e
Preserv. 21/03/ ) Ausénciaem 1g | Ausénciaem 1g Auséncia em Leveduras
. < 10 Auséncia em 1g .
Maculino A38FM7 2016 19 Auséncia
em 1g
Bolores e
Preserv. L Ausénciaem 1g | Ausénciaem 1g | Presenca em Leveduras
. 21/03/ < 10 Auséncia em 1g
Maculino A38FM3 19 3,0 x 102
2016
U.F.C/g
C51SS Bolores e
Preserv. 21/03/ ) Ausénciaem 1g | Ausénciaem 1g Auséncia em Leveduras
. < 10 Auséncia em 1g .
Maculino 2016 19 Auséncia
em 1g
Bolores e
Preserv. A38FM 21/03/ ) Ausénciaem 1g | Auséncia em 1g Auséncia em Leveduras
) < 10 Auséncia em 1g )
Maculino 2016 1g Auséncia
em 1g
Bolores e
Preserv. A38FM6 | 21/03/ ) Ausénciaem 1g | Auséncia em 1g Auséncia em Leveduras
) < 10 Auséncia em 1g )
Maculino 2016 1g Auséncia
em 1g

PMPC3 - Preservativo Masculino Pulverizado no Comércio 3
UFC — unidade de formacé&o de colbnias




Quadro 19 — Microrganismos encontrados nos Lotes laboratoriais e identificacdo das unidades insatisfatérias

PMDP1 PMDP2 PMPC1 PMPC2 PMPC3
Bactérias - - G47SS A81SS B47FM1
aerdbias totais H47CV
U.F.Cl/g
Enterobactérias - - H47CV - -

Staphylococus - - - - -

aureus

Pseudomonas - - - - -
aeruginosa
Candida albicans - - H47CV - A38FM3
Bolores e - - - - A38FM3
Leveduras
Escherichia coli - - - - B47FM1
Pseudomonas - - H47CV - -

stutzer i
Citrobacter - - H47CV - -
freundii
Enterobacter - - H47CV - -

cloacae

136



137

A ISO 4074 foi revisada em novembro de 2015 com as seguintes

recomendagdes:

“Recomenda-se que os fabricantes deve estabelecer
procedimentos para o monitoramento periédico de contaminacao
microbiana (biocarga) como parte de seu sistema de gestdo da
gualidade, incluindo os requisitos para a auséncia dos agentes
patogénicos e limites para a contagem total viavel sobre os
preservativos acabados especificos; métodos de determinacdo dos
niveis de bioburden sobre os preservativos sao dadas no Anexo G”.

De acordo com o0s resultados encontrados, nos Lotes laboratorial

pulverizados foram encontradas unidades insatisfatorias

analises microbioldgicas apresentadas nos Quadro 19 e 20.

Quadro 20 — Preservativos nao conformes em relacao as analises

microbioldgicas, Lotes laboratorial, identificacdo da amostra e 0s

correspondentes lotes de fabricacao

LOTE Identificagdo das Lote
LABORATORIAL amostras nos Lotes Fabricacéo
laboratoriais
PMPC1 G47SS C-sVv
H47CV B-SIV
PMPC2 A81SS D36140401
PMPC3 B47FM1 14F3742
A38FM3 14F2343

em relagcdo as

As bactérias encontradas estdo presentes entre os agentes etiolégicos

dominantes, responsaveis por mais de 85% dos casos de infeccdo das vias

urinarias, dentre eles os bacilos Gram-negativos que séao habitantes normais do

trato intestinal. O mais comum € a Escherichia coli, seguida dos géneros Proteus,

Klebsiella e Enterobacter. Entre as bactérias Gram positivas, encontram-se o

Enterococcus faecalis e espécies do género Staphylococcus. Mas praticamente

todos os outros agentes bacterianos e fungicos também podem causar infeccao
do trato urinario (ITU). (ROBBINS et al,2000).
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7 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE

O estudo in vitro utilizando culturas de células se enquadra no Principio
dos 3Rs que preconiza a reducéo, o refinamento e a substituicdo dos ensaios “in
vivo” pelo “in vitro”.

De acordo com a ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é o
primeiro teste biologicos a ser realizar para avaliar a biocompatibilidade de
qualquer material de uso em dispositivos biomédicos.

O latex de borracha natural comercial, concentrado a 60%, é submetido
ao processo de vulcanizagcdo para adquirir boas propriedades mecanicas.
Mundialmente € empregado o processo térmico na presenca de enxofre
descoberto por Charles Goodyear em 1839 (BRASIL, MINISTERIO DA
INDUSTRIA E, 1993). Esse processo consiste em formar uma rede
tridimensional entre as moléculas poliméricas da borracha, transformando as
propriedades plasticas em elastomérica através da utilizacdo de enxofre,
aceleradores e Oxido de zinco na presenca de calor. Estes compostos s&o
alergénicos e podem gerar efeitos tdxicos devido a esses produtos adicionados.

A revisdo da ISO 4074, em novembro de 2015, adicionou os critérios
especificos definido na ISO 10993-1, para avaliacdo de biocompatibilidade em
preservativos masculinos de latex natural.

O grau de citotoxicidade é quantificado numa escala de 0 a 4 como mostra
0 Quadro 21. A amostra é considerada satisfatdria se nenhuma cultura exposta
a amostra-teste mostrar citotoxicidade superior ao grau 2 (citotoxicidade branda).
O Quadro 22 representa os resultados dos testes de citotoxicidade encontrados
para os Lotes PMDP1, PMDP2, PMPC1, PMPC2, PMPC3.
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Quadro 21 - Classificacdo do grau de citotoxicidade

GRAU | CITOTOXICIDADE DESCRICAO DA ZONA DE
CITOTOXICIDADE
0 Auséncia Auséncia de descoramento ao redor ou sobre a
amostra
1 Leve Zona de descoramento limitada a area sob a
amostra
2 Branda Tamanho da zona de descoramento a partir da
amostra menor que 0,5 cm.
3 Moderada Tamanho da zona de descoramento a partir da
amostra compreendido entre 0,5 a 1,0 cm
4 Severa Tamanho da zona de descoramento a partir da
amostra maior que 1,0 cm, porém, nao
envolvendo a placa inteira
Quadro 22 — Resultados dos testes de citotoxicidade dos Lotes
PMDP1, PMDP2, PMPC1, PMPC2, PMPC3
GRAU DE CITOTOXICIDADE
PMDP 1 2 Branda
PMDP 2 2 Branda
PMPC 1 2 Branda
PMPC 2 3 Moderada
PMPC 3 2 Branda

Os resultados mostram que, em todos os lotes, foram encontrados grau

de citotoxicidade. Entretanto, um dos Lotes (PMPC2), o tamanho da zona de

descoramento a partir da amostra foi de 0,91 cm. A cultura exposta a amostra-

teste mostrou citotoxicidade de grau 3 (citotoxicidade moderada) sendo

considerado insatisfatério.




Figura 36 — Teste de citotoxicidade: Controles celular, negativo e positivo
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Figura 37 — Teste de citotoxicidade: Amostra de preservativo masculino
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8 ESTUDO DE ANALISE ESPACIAL DE GEOPROCESSAMENTO

Os dados dos lotes pulverizados foram mapeados permitindo maior
rastreabilidade. Através das Figuras 35 e 36 pode-se observar os mapas
georeferenciados com o0s pontos onde foram coletados o0s preservativos
pulverizados no comércio nacional e as ndo conformidades encontradas por
pontos e o0s tipos de estabelecimentos comerciais onde foram adquiridos os

preservativos e suas localiza¢cfes regionais respectivamente.

Figura 38 - Mapa georeferenciado com os pontos de coleta dos preservativos
pulverizados no comércio e as ndo conformidades encontradas por ponto
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Figura 39 -
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Mapa georeferenciados com o0s tipos de estabelecimentos

comerciais onde foram adquiridos os preservativos pulverizados e suas localizacGes

regionais.
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9 CONCLUSOES

O modelo desenvolvido imprime nova vertente de tecnovigilancia sistematizada
e ativa para preservativos masculinos, unindo um conjunto de dados, se
afirmando pela utilizacdo dos ensaios analiticos fisicos, microbiologico e
citotoxicos, disponibilizados pelo laboratério de Saude Publica, aliando uma
ferramenta de informacédo tecnoldgica para o mapeamento e a rastreabilidade
através do estudo de analise espacial de geoprocessamento, acenando um
caminho que possibilita direcionar as acdes de Vigilancia Sanitaria, permitindo
que o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria possa responder adequadamente
as notificagBes recebidas.

Os resultados observados permitem indicar a necessidade de agéo da Vigilancia
Sanitaria no produto no mercado, visto que, em todos os lotes pulverizados no
comeércio encontramos ndo conformidades em um ou outro ou ambos 0s ensaios
realizados.

Os diferentes testes sdo complementares e ndo estdo necessariamente
correlacionados. Isso ilustra a importancia de executar as analises de qualidade
de maneira ampla, pois, na maioria das vezes, o lote de fabricacédo, aponta nédo
conformidade em um ou mais testes.

No teste de determinacdo da capacidade volumétrica e de pressao de estouro,
o numero de nao conformidades no volume de estouro € maior do que o namero
de ndo conformidade na presséo de estouro, pois, quando 0s preservativos estéo
nao conformes na pressao também estao no volume.

As normas contabilizam “amostra defeituosa”, e ndo o parametro “nao-
conforme”, dessa forma, o total de amostras defeituosas por lote ndo € a soma
do numero das ndo-conformidades individuais por parametros. Neste caso, no
teste de determinacdo da capacidade volumétrica de pressédo de estouro, 0s
parametros, pressdo e volume, deveriam ser considerados parametros
individuais quando monitorados pela Vigilancia Sanitaria, em funcdo da
avaliacao do risco sanitario.

Na avaliagdo microbioldgica, os resultados apontam a necessidade de incluséo,

como critérios de aceitagdo, a presenca ou ndo de microrganismos patogénicos.
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» A revisdo da norma ISO 4074 em novembro de 2015 reforcou os acréscimos e
mudancas em relacdo aos testes fisicos preconizados para o controle de
qualidade dos preservativos masculinos e a necessidade de atualizagdo da
Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC), numero 62 de setembro de 2008, além

da atuacao do papel da Vigilancia Sanitéaria.

10 PRODUTO FINAL

Este modelo foi desenvolvido baseado nos critérios estabelecidos pela
RDC 62/2008. No entanto, muito embora imprima nova vertente de
tecnovigilancia sistematizada e ativa para preservativos masculinos, para
concluir se um lote esta ou nao reprovado ao uso, é fundamental que os ensaios
sejam realizados em um unico lote de fabricacdo. Por ser muito dificil a coleta de
uma grande quantidade de preservativos no comeércio, a metodologia de coleta
aplicada com preservativos pulverizados, mesclando diferentes lotes de
fabricacdo de mesma marca, informa o nimero de amostras ndo conformes no
universo coletado, abrindo o espaco para atuacdes do Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria.

O modelo comega com uma pesquisa ao banco de dados da ANVISA para
diagnosticar o numero de preservativos registrados e seus respectivos
fabricantes. Aliado a isso, pesquisar os canais de distribuicdo do produto no
mercado para localizacdo das marcas e suas distribuicdées no comércio nacional.
Apés a localizagdo das distribuicdbes comerciais das marcas, o0
geoprocessamento fard a localizacdo das amostras pulverizadas. Uma vez
definido a localizacdo, sdo coletadas no mercado, enviadas ao laboratério,
cadastradas no sistema de georreferenciamento. As andlises sédo realizadas e
identificados todos os lotes de fabricacdo ndo conformes. Os laudos parciais sdo
elaborados e sdo solicitados acbes de Vigilancia Sanitaria para que sejam
coletados, segundo a amostragem estabelecida pela RDC 62/2008, amostras
dos lotes de fabricacéo considerados ndo conformes na etapa inicial de amostra
pulverizada. A Vigilancia Sanitaria apreende os lotes solicitados, retornam ao
laboratorio onde sdo realizadas as analises. Os laudos sdo concluidos e

enviados a Vigilancia Sanitaria para as devidas providéncias.
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O fluxo € uma sequéncia operacional que orienta o desenvolvimento das
acOes de Vigilancia Sanitaria no monitoramento dos preservativos masculinos
comercializados no mercado nacional, possibilitando entender, identificar e
mapear, apontando, onde e como essas acgdes deveram ocorrer. Dessa forma,
é fundamental que o seguimento seja continuo e realizado, passo a passo, como
mecanismo essencial para iniciar o movimento de acao. A Figura 40 mostra o

fluxo do modelo estabelecido.
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Figura 40 - Modelo de tecnovigilancia sistematizado e ativo para preservativos

masculinos de latex natural
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11 PERSPECTIVAS

Muito embora exista 0 processo de certificacdo que avalia com detalhes a
producéo e o produto ao final da fabricacao, indiferentemente deste processo, o
modelo apresentado redne as condicbes necessarias para promover as acdes
do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria no monitoramento dos preservativos
masculinos no comércio.

Sendo os preservativos masculinos um produto de alta complexidade, de
apelo econémico, universal e de politicas publicas de prevencédo de ISTs, nossa
perspectiva é que, esse modelo se integre as acdes do Sistema de Vigilancia
Sanitaria, com viés do risco sanitario, se expressando como ferramenta que
impulsionarda as acdes de tecnovigilancia do Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitéria, visando o aumento da confiabilidade sanitaria na utilizagdo do

preservativo masculino.
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ANEXO A

Resolucéo da Diretoria Colegiada, n°® 62 de 03 de setembro de 2008 (RDC
62/2008)



ANEXO A
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Titulo: Resolugdo RDC n°. 62, de 03 de setembro de 2008

Ementa: Estabelece os requisitos minimos a que devem obedecer aos Preservativos
Masculinos de Latex de Borracha Natural.

Publicacédo: D.O.U. - Diario Oficial da Unido; Poder Executivo, de 05 de setembro de
2008

Orgao emissor: ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

Alcance do ato: federal — Brasi
Area de atuagio: Tecnologia de Produtos para Satide
Relacionamento(s): revoga: Resolucdo n°. 03, de 8 de janeiro de 2002.

Texto deretificacdo: onde se |& "Art. 4° Esta Resolucéo entra em vigor na data de sua
publicac&o."Art. 5° Fica revogada a Resolucdo RDC ANVISA n°. 3, de 8 de janeiro de
2002". lela-se:" Art. 4° Esta Resolucdo entra em vigor 90 (noventa) dias apos a data de
sua publicagdo. ""Art. 5° Fica revogada a Resolucdo RDC ANVISA rn°. 3, de 8 de
janeiro de 2002, publicada no DOU de 30 de janeiro de 2002, a partir da vigéncia desta
Resolugéo.

RESOLUCAO DA DIRETORIA COLEGIADA - RDC N° 62, DE 3 DE SETEMBRO DE 2008
Estabelece os requisitos minimos a que devem obedecer aos
Preservativos Masculinos de Latex de Borracha Natural.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da atribuicdo que lhe confere o inciso
IV do art. 11 do Regulamento aprovado pelo Decreto n°. 3.029, de 16 de abril de 1999, e tendo em vista o
disposto no inciso Il e nos 88 1° e 3° do art. 54 do Regimento Interno aprovado nos termos do Anexo | da
Portaria n® 354 da ANVISA, de 11 de agosto de 2006, republicada no DOU de 21 de agosto de 2006, em reunido
realizada em 19 de agosto de 2008, e

considerando as diretrizes e recomendag¢des do Ministério da Saude sobre as a¢des contra o HIV/AIDS e outras
doencas de transmissdo sexual, bem como as politicas de salde sexual e reprodutiva;

considerando as diretrizes e especificacfes da Organizacdo Mundial da Saude - OMS sobre PRESERVATIVOs
masculinos de latex natural;

considerando a Portaria n°. 2941/07 do Ministério da Saude que tornou publica a presente regulamentacéo para
recebimento de sugestdes;
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considerando a necessidade de se estabelecer critérios adequados e especificos aos PRESERVATIVOs
masculinos de forma a garantir a seguranca, a eficicia e a qualidade dos mesmos para a populagéo;

considerando a necessidade de internalizar a Resolugdo MERCOSUL/GMC N°. 10/08, que estabelece requisitos
minimos para PRESERVATIVOs masculinos de latex natural.

adota a seguinte Resolucdo da Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente, determino a sua publicacéo:

Art. 1° Aprovar o Regulamento Técnico que estabelece os requisitos minimos a que devem atender os
PRESERVATIVOs Masculinos de Latex de Borracha Natural, conforme especificado em Anexo.

Art. 2° Os PRESERVATIVOs masculinos de latex de borracha natural devem atender, também, aos requisitos
de certificacdo de conformidade no ambito do Sistema Brasileiro de Avaliacdo da Conformidade (SBAC).

Art. 3° As solicitagbes de registro, revalidagédo ou inclusdo de modelo em familia de PRESERVATIVOs, junto a

ANVISA, devem apresentar, além das exigéncias contidas em legislacdo especifica, documentos que comprovem

gue o PRESERVATIVO masculino de latex natural atende aos requisitos deste Regulamento, emitido por

organismo de certificagdo credenciado.

Art. 4° Esta Resolucéo entra em vigor na data de sua publicacéo.

Art. 5° Fica revogada a Resolugdo RDC ANVISA n°. 3, de 8 de janeiro de 2002.

DIRCEU RAPOSO DE MELLO

ANEXO

REGULAMENTO TECNICO PARA PRESERVATIVOS MASCULINOS

DE LATEX DE BORRACHA NATURAL

1. Principios Gerais

2. Definigdes

3. Projeto

4, Data de Vencimento

5. Dimensbes

6. Capacidade Volumétrica e Pressdo de Estouro

7. Verificagdo de Orificios

8. Integridade da Embalagem

9. Embalagem e Rotulagem

A. Plano de Amostragem



B. Determinagdo do Comprimento

C. Determinagdo da Largura

D. Determinagdo da Espessura

E. Determinacéo da Capacidade Volumétrica e da Pressdo de Estouro

F. Determinagdo da Estabilidade apés o Envelhecimento

G. Verificagdo de Orificios

H. Integridade da Embalagem

I. Embalagem e Rotulagem

J. Lavagem

1. PRINCIPIOS GERAIS

Os PRESERVATIVOs masculinos de uso Unico, confeccionados a partir do latex de borracha natural, devem ser
projetados para serem usados sobre o pénis ereto durante a relagdo sexual, com a finalidade de impedir a
passagem do semem, auxiliar na prevengdo da concepgdo e ajudar a prevenir as doengas sexualmente
transmissiveis.

NOTAS:

a) Os espermicidas, lubrificantes, aromatizantes, corantes, material anti-séptico ou pé, aplicados ao
PRESERVATIVO, ndo devem conter nem liberar substancias em quantidades téxicas, localmente irritantes ou
de outra forma prejudiciais em condicbes normais de uso, ndo sendo estes produtos objeto desta
regulamentacgdo. A autoridade de satde competente, ou um comprador, pode exigir que o fabricante fornega um
certificado sobre a composicéo ou outras propriedades.

b) PRESERVATIVOs, por serem artigos produzidos em massa, podem apresentar variagdes qualitativas dentro
de cada lote de producdo. Os planos de amostragem, que podem ser usados para verificagcdo da conformidade
dos PRESERVATIVOs com este Regulamento, sdo dados no Anexo A.

¢) Os instrumentos utilizados nos ensaios devem estar calibrados.

d) Os fabricantes de PRESERVATIVOs deverdo tomar as precau¢des adequadas para minimizar a
contaminacdo microbioldgica do produto durante o processo de fabricacdo e embalagem. No caso em que a
Autoridade Sanitaria julgar necesséario verificar o cumprimento deste requisito, poderd solicitar o controle
microbioldgico destes produtos.Quando se realize o experimento, conforme a norma 1SO 4074:2002, a contagem
de microorganismos aerdbios totais deve ser menor que 100 ufc/g e deve comprovar auséncia de
enterobactérias, Staphylococus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

e) Este Regulamento sera atualizado sempre que as Autoridades Sanitarias julgarem pertinente o seu
aprimoramento para a prote¢do da salde da populagdo, considerando o mérito e as novas referéncias
internacionais. Para questdes urgentes de salde publica, seu tratamento deve ser célere no ambito do



MERCOSUL, com o objetivo de atender as necessidades dos paises relacionadas a seguranca sanitaria e ao
acesso da populagéo.

2. DEFINIGOES

2.1. Lote

Conjunto de PRESERVATIVOs de mesmo projeto, cor, forma, dimensdes e formulacdo de latex, fabricados
continuamente e essencialmente ao mesmo tempo, usando 0 mesmo processo e matérias-primas, mesmas
especificagdes e mesmos equipamentos e embalados com o mesmo lubrificante ou qualquer outro aditivo e
colocado no mesmo tipo de embalagem primaria. Todos os PRESERVATIVOs que compdem um lote devem ter
a mesma formulacdo e o mesmo desenho, dimensdes, cor, tipo e textura e serem fabricados na mesma linha de
producéo e vulcanizados sob condic@es idénticas.

2.2. Tamanho de Lote

O tamanho do lote deve ser estabelecido de acordo com os intervalos de 35.001 a 150.000 e 150.001 a 500.000
de modo que seja assegurada a compatibilidade com os planos de amostragem dados na ISO 2859-1. O
tamanho do lote ndo pode ser superior a 500.000. Para um tamanho de lote inferior a 35.001 unidades,
considera-se 35.001 o tamanho do lote.

2.3. Plano de Amostragem

Plano especifico que indica o nimero de unidades de produto contido em cada lote que serd inspecionado
(tamanho da amostra ou série de tamanhos de amostras) e o critério para aceitagdo do lote (nUmero de
aceitacdo e de rejeicdo).

2.4. Amostra e Tamanho da Amostra

A amostra consiste de uma ou mais unidades do produto, retiradas do lote a ser inspecionado, de forma
aleatéria e independentemente de sua qualidade. O nimero de unidades do produto da amostra constitui o
tamanho da amostra.

2.5. Nivel de Inspegéo

Relagéo entre o tamanho do lote e o tamanho da amostra.

2.6. Nivel de Qualidade Aceitavel - NQA

Maximo percentual de unidades defeituosas que, para fins de inspecdo de amostragem, pode ser considerado
aceitavel.

2.7. Porcentagem néo conforme

Porcentagem de PRESERVATIVOs num lote que ndo estd conforme em um ou mais aspectos com as
exigéncias deste Regulamento.

2.8. Bainha

Tipo de acabamento da extremidade aberta do PRESERVATIVO.



2.9. Ndmero de Lote

Numero ou combinagdo de numerais, simbolos ou letras utilizados pelo fabricante para fornecer uma
identificacdo Unica de um lote de PRESERVATIVOs individualmente embalados, mediante o qual se torna
possivel rastrear esse lote por todas as fases de fabricagdo até a embalagem.

2.10. Embalagem Primaria

Envoltério imediato de um Unico PRESERVATIVO.

2.11. Embalagem de Consumo

Embalagem planejada para ser distribuida a um consumidor, contendo uma ou mais embalagens primarias.

2.12. Maquinas Automaticas

Equipamento destinado ao fornecimento de PRESERVATIVO em sua embalagem primaria ou de consumo.

2.13. Data de Fabricagédo

A data de fabricacdo do lote deve ser considerada a data em que os PRESERVATIVOs foram moldados
(dipping), sem levar em consideracdo a etapa completa em que foram embalados.

3. PROJETO

Os PRESERVATIVOs podem ser classificados quanto ao projeto da seguinte maneira: lisos, texturizados, lados
paralelos ou ndo paralelos, extremidade simples, extremidade com reservatdrio, secos, lubrificados,
transparentes, translicidos, opacos ou coloridos, anatdmicos, aromatizados e outros. A extremidade aberta do
PRESERVATIVO deve terminar por uma bainha em toda a sua circunferéncia.

4. DATA DE VENCIMENTO

Data estabelecida ap6s a qual o PRESERVATIVO néo deve ser utilizado. Esta data, indicada no rétulo, néo
deve superar 5 (cinco) anos, contados da data de fabricagdo.

Se a embalagem de consumo incluir PRESERVATIVOs de diferentes lotes, a data de vencimento sera
determinada pelo lote com data de vencimento menor.

5. DIMENSOES

5.1. Comprimento

Quando ensaiados conforme o Anexo B, o comprimento dos PRESERVATIVOs néo deve ser inferior a 160 mm.

5.2. Largura

Quando ensaiados conforme o Anexo C, a largura nominal deve ser igual a especificacdo declarada pelo
fabricante (veja Anexo 1) dentro de uma tolerancia de + 2 mm.



A largura do PRESERVATIVO deve ser medida no ponto mais estreito localizado dentro de 35 mm da
extremidade aberta, ou em ponto mais estreito indicado pelo fabricante dentro desta medida.

NOTA: A largura para determinagdo dos requisitos para volume de estouro conforme 6.1 pode ser medida ao
mesmo tempo.

5.3 Espessura

Quando ensaiado conforme o Anexo D, a espessura dos PRESERVATIVOs néo deve ser inferior a 0,03mm.

5.4 Aceitacdo

Ver item A-2.1.

6. CAPACIDADE VOLUMETRICA E PRESSAO DE ESTOURO

6.1. PRESERVATIVO nao tratado em estufa

Quando ensaiado conforme Anexo E, a pressdo de estouro ndo deve ser inferior a 1 kPa (2kPa para
PRESERVATIVOs Extra Resistentes - ver item 6.3) e a capacidade volumétrica ndo deve ser inferior a:

? 16,0 dm3, para PRESERVATIVOs com largura menor do que 50,0 mm; ou

? 18,0 dm3, para PRESERVATIVOs com a largura maior do que ou igual a 50,0 mm e menor que 56,0 mm; ou

? 22,0 dm3, para PRESERVATIVOs com a largura maior do que ou igual a 56,0 mm, arredondado ao 0,5 dm3
mais proximo.

A largura é a média de 13 PRESERVATIVOs (expressa em mm) medida a (75 = 5) mm da extremidade
fechada sem o reservatério conforme descrito no Anexo C.

6.2. PRESERVATIVO envelhecido em estufa
Quando envelhecido em estufa conforme no Anexo F e ensaiado conforme descrito no Anexo E, a capacidade
volumétrica e a pressdo de estouro devem cumprir ao especificado em 6.1.1. e 6.1.2 para o caso de

PRESERVATIVOs extra-resistentes.

NOTA: Somente os PRESERVATIVOs com menos de 12 meses da fabricagdo (incluindo o préprio més da
fabricagdo) devem ser submetidos ao envelhecimento em estufa conforme o Anexo F.

6.3. PRESERVATIVOs extra-resistentes

Os PRESERVATIVOs que estiverem rotulados como ?Extra Resistente?, ?Extra Forte? ou qualquer outra
denominacéo que sugira maior resisténcia, devem atender aos requisitos adicionais, a seguir:

6.3.1 Propriedades mecénicas

Quando ensaiado conforme o anexo E, a pressdo de estouro ndo deve ser menor que 2 kPa e a capacidade
volumétrica deve estar de acordo com o item 6.1.



6.4. Aceitacdo

Ver item A-2.2.

7. VERIFICACAO DE ORIFICIOS

Quando ensaiado conforme no Anexo G, ndo deve apresentar orificios.

7.1. Aceitacdo

Ver item A-2.3.

8. INTEGRIDADE DA EMBALAGEM

Quando a embalagem primaria for ensaiada conforme no Anexo H, ndo pode apresentar falhas.
8.1. Aceitacdo

Ver item A-2.4.

9. EMBALAGEM E ROTULAGEM

Quando examinadas visualmente, as embalagens dos PRESERVATIVOs devem estar conforme o Anexo I.
9.1. Aceitacdo

Ver item A-2.5.

ANEXO A - PLANO DE AMOSTRAGEM

A-1. VERIFICACAO DA QUALIDADE

Para verificagcdo da conformidade dos PRESERVATIVOs com este Regulamento devem-se adotar os planos de
amostragem estabelecidos no item A-2.

A-2. AMOSTRAGEM

A amostragem e o estabelecimento do plano de amostragem devem ser realizados conforme a norma técnica
1SO 2859-1, aplicada a PRESERVATIVOs de um mesmo lote.

NOTA: O fabricante, para controle de seu processo, podera aplicar plano de amostragem simples, duplo ou
multiplo, a seu critério, uma vez que os trés possuem a mesma curva caracteristica de operagéo.

A-2.1. DIMENSOES (COMPRIMENTO, LARGURA e ESPESSURA)
Unidade do produto: PRESERVATIVO embalado individualmente
Plano de amostragem: simples

Regime de inspe¢do: normal



Nivel de inspecéo: S2 (especial)

Nivel de qualidade aceitavel: 1,0 (individual para cada parametro)

A-2.2. CAPACIDADE VOLUMETRICA E PRESSAO DE ESTOURO

Unidade do produto: PRESERVATIVO embalado individualmente

Plano de amostragem: simples

Regime de inspe¢do: normal

Nivel de inspeg¢do: | (geral)

Nivel de qualidade aceitavel: 1,5

A-2.3. VERIFICAGAO DE ORIFICIOS

Unidade do produto: PRESERVATIVO embalado individualmente

Plano de amostragem: simples

Regime de inspe¢do: normal

Nivel de inspec¢do: | (geral) minimo Letra M

Nivel de qualidade aceitavel: 0,25

A-2.4. INTEGRIDADE DA EMBALAGEM

Unidade do produto: PRESERVATIVO embalado individualmente

Plano de amostragem: simples

Regime de inspe¢do: normal

Nivel de inspecéo: S3 (especial)

Nivel de qualidade aceitavel: 2,5

A-2.5. EMBALAGEM E ROTULAGEM

Unidade do produto: embalagem primaria e de consumo

Plano de amostragem: simples

Regime de inspe¢do: normal

Nivel de inspecéo: S2 (especial)



Nivel de qualidade aceitavel: 1,0

ANEXO B - DETERMINAGAO DO COMPRIMENTO

B-1. PRINCIPIO

Suspensdo livre do PRESERVATIVO desenrolado sobre um mandril graduado e observagdo do seu

comprimento, excluindo o reservatoério.

B-2. INSTRUMENTO

Mandril com escala subdividida em milimetros, tendo as dimensdes mostradas na Figura 1.

B-3. EXECUGAO DO ENSAIO

B-3.1. Desenrolar o PRESERVATIVO, esticando-o ndo mais que 20 mm, duas vezes para alisar as dobras.

B-3.2. Quando necessario, retira-se o lubrificante com um papel absorvente e coloca-se pé inerte, para evitar
gque haja aderéncia do PRESERVATIVO ao mandril.

B-3.3. Colocar o PRESERVATIVO sobre o mandril e deixa-lo pender livremente, de modo que seja estirado
somente pelo proprio peso.

B-3.4. Anotar, arredondado ao milimetro mais préximo, o menor valor do comprimento que possa ser lido no
lado externo da escala, na extremidade aberta do PRESERVATIVO. Esta medida deve ser feita evitando-se
erros de paralaxe.

B-4. CONTEUDO DO RELATORIO DE ENSAIO

O relatério do ensaio deve conter os seguintes itens:

a) identificacdo da amostra;

b) data do ensaio;

¢) nimero de PRESERVATIVOs ensaiados;

d) comprimento dos PRESERVATIVOs;

e) nimero de PRESERVATIVOs fora da especificagéo.

ANEXO C - DETERMINACAO DA LARGURA

C-1. PRINCIPIO

Desenrolar o PRESERVATIVO sobre uma régua para medir a sua largura.

C-2. INSTRUMENTO

Régua de ago, com escala dividida em milimetros.



C-3. EXECUGAO DO ENSAIO

C-3.1. Desenrolar o PRESERVATIVO e, quando necessario retirar o lubrificante com um papel absorvente e
colocar pé inerte, para evitar que haja aderéncia do PRESERVATIVO a régua.

C-3.2. Estendé-lo sobre a margem da régua, soltando-o livremente de modo que seu eixo longitudinal
permaneca perpendicular ao eixo longitudinal da régua.

C-3.3. Medir, arredondando ao 0,5 mm mais proximo, a largura do PRESERVATIVO nos pontos especificados
neste Regulamento.

C-4. CONTEUDO DO RELATORIO DO ENSAIO

O relatério do ensaio deve conter os seguintes itens:

a) identificacdo da amostra;

b) data do ensaio;

¢) nimero de PRESERVATIVOs ensaiados;

d) largura dos PRESERVATIVOs;

e) nimero de PRESERVATIVOs fora da especificagéo.

ANEXO D - DETERMINACAO DA ESPESSURA

D-1. PRINCIPIO

A espessura simples da pelicula é medida em posi¢des distintas ao longo do PRESERVATIVO.

D-2. INSTRUMENTOS

Rel6égio comparador montado em um suporte rigido e dispondo de uma placa de base plana. O comparador deve
ser graduado em 0,001 mm e estar em conformidade com as recomendagdes da ISO R 463. O rel6gio deve
possuir um apalpador plano com um didmetro entre 3 mm e 7 mm em um angulo reto em relacdo ao émbolo e
paralelo a placa de base, e deve ser operado com uma pressao de 22 kPa + 5 kPa.

D-3. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

D.3.1. Usar luvas adequadas quando manusear o PRESERVATIVO.

D.3.2. Mover o PRESERVATIVO dentro da embalagem de maneira que fique fora da area a ser rasgada.
Rasgar a embalagem e retirar o PRESERVATIVO.

NOTA: Em nenhuma hipo6tese utilizar tesoura ou outro instrumento pontiagudo para abrir a embalagem.

D.3.3. Desenrolar o PRESERVATIVO assegurando-se de que 0 mesmo ndo esteja excessivamente esticado em
qualquer direcéo.
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D.3.4. Lavar o PRESERVATIVO de acordo com o Anexo J.

D-4. EXECUCAO DO ENSAIO

D.4.1. PRESERVATIVOS COM SUPERFICIE LISA

D.4.1.1. Verificar se a placa de base e o @émbolo se encontram limpos.
D.4.1.2. Ajustar o zero do rel6gio comparador.

D.4.1.3. Colocar o corpo de prova e acionar o comparador.

D.4.1.4. Medir com aproximacdo de 0,001 mm a espessura simples da amostra em, pelo menos, 4 (quatro)
pontos ao longo da mesma.

D.4.1.5. Anotar o resultado determinado pela média dessas leituras.

D.4.1.6. Limpar o instrumento depois de cada leitura.

D.4.2. PRESERVATIVOS COM SUPERFICIE TEXTURIZADA

Seguir os mesmos procedimentos detalhados em D.4.1 tomando as medi¢8es nas areas ndo texturizadas. Se os
PRESERVATIVOs sdo totalmente texturizados, as medidas serdo efetuadas sobre as zonas texturizadas e se
anotara somente 80% dos valores lidos.

D-5. CONTEUDO DO RELATORIO DO ENSAIO

O relatério do ensaio deve conter os seguintes itens:

a) identificacdo da amostra;

b) data do ensaio;

¢) nimero de PRESERVATIVOs ensaiados;

d) espessura dos PRESERVATIVOs;

e) nimero de PRESERVATIVOs fora da especificagéo.

ANEXO E - DETERMINAGAO DA CAPACIDADE VOLUMETRICA E DA PRESSAO DE ESTOURO

E-1. PRINCIPIO

Insuflacdo de ar no PRESERVATIVO a uma vazdo constante, registrando o volume e a pressdo no momento do
estouro.

E-2. INSTRUMENTOS

E-2.1. Aparelhagem de insuflagdo de ar, conforme mostra a Figura 2, adequada para insuflar o
PRESERVATIVO com ar isento de 6leo e umidade a um fluxo especificado, fornecida em conjunto com
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equipamento para medicdo de volume e pressdo, apresentando as caracteristicas determinadas em E-2.4. Se
utilizada uma cabine de insuflagdo, que permita a visualizagdo do PRESERVATIVO durante o processo, que
seja de tamanho suficiente para permitir que o0 PRESERVATIVO se expanda livremente, sem tocar qualquer
parte da cabine.

E-2.2. Mandmetro, capaz de medir a pressdo no momento do estouro do PRESERVATIVO, com um erro
maximo admissivel de + 0,05 kPa, e projetado de maneira que ndo haja pressdo diferencial entre o
PRESERVATIVO e o mandémetro.

E-2.3. Aparelho para registrar o volume de ar insuflado, projetado de modo a n&o haver um diferencial de
pressdo entre o instrumento de medigdo e o PRESERVATIVO, garantindo assim que o volume de ar seja
medido a presséo existente dentro do PRESERVATIVO e néo a pressdo dentro do sistema. Qualquer que seja o
método utilizado, deve apresentar erro maximo admissivel de + 3% para volumes maiores do que 10 dm3.

E-2.4. Haste de comprimento adequado, apresentando, na parte superior, uma esfera ou hemisfério liso de 25
mm de didmetro para suspender o PRESERVATIVO desenrolado, quando estiver preso ao aparelho, liberando
(150 %= 3) mm do comprimento do PRESERVATIVO para a insuflagéo.

E-2.5. Anel de fixagdo, que ndo apresente protusdo ou borda afiada. O anel ndo deve esticar o PRESERVATIVO
no momento em que é colocado no dispositivo. Quando utilizado com equipamento fixador inflavel, o anel nédo
deve estender-se mais do que 3 mm acima do fixador.

E-3. EXECUCAO DO ENSAIO

E-3.1. Usar luvas ou dedeiras adequadas quando manusear 0 PRESERVATIVO.

E-3.2. Mover o PRESERVATIVO dentro da embalagem de maneira que fique fora da area a ser rasgada. Rasgar
a embalagem e retirar o PRESERVATIVO. Em nenhuma hip6tese utilizar instrumentos cortantes ou

pontiagudos para abrir a embalagem.

E-3.3. Desenrolar o PRESERVATIVO, diretamente sobre a haste, assegurando-se que ndo esteja
excessivamente esticado em qualquer direcéo, fixando-o no dispositivo.

E-3.4. Insuflar com ar a um fluxo de (0,4 a 0,5) dm3/s [(24 a 30) dm3 /min]. Assegurar-se que O
PRESERVATIVO se expande e que ndo ha vazamentos visiveis. Se o PRESERVATIVO apresentar alguma
perda por um furo durante a insuflagdo, interromper o ensaio, considerar o PRESERVATIVO como defeituoso e
registrar o volume e a pressdo de estouro como zero.

E-3.5. Se 0 PRESERVATIVO nao apresentar vazamentos (orificios), medir e anotar o volume de estouro (dm3),
arredondando para 0,5 dm3 mais préximo, e a pressdo de estouro (kPa), arredondando para 0,05 kPa mais
proximo.

E-4. CONTEUDO DO RELATORIO DE ENSAIO

O relatério do ensaio deve conter os seguintes itens:

a) identificacdo da amostra;

b) data do ensaio;
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¢) nimero de PRESERVATIVOs ensaiados;

d) a capacidade volumétrica e pressdo de estouro de cada PRESERVATIVO ensaiado;

e) nimero de PRESERVATIVOs fora das especificagdes.

ANEXO F - DETERMINAGAO DA ESTABILIDADE APOS O ENVELHECIMENTO

F-1. PRINCIPIO

Determinar a capacidade volumétrica e a pressdo de estouro nos PRESERVATIVOs apés condiciona-los, em
suas embalagens primarias, a temperaturas elevadas durante o tempo especificado.

F-2. INSTRUMENTOS

F-2.1. Estufa conforme especificado na norma 1SO 188.

NOTA: As trocas de ar e a suspensdo da embalagem individual indicadas na 1SO 188 s&o desnecessarias.

F-2.2. Instrumento como especificado no Anexo E.

F-3. CONDICIONAMENTO DAS AMOSTRAS

O PRESERVATIVO deve ser ensaiado na embalagem primaria original.

F-4. EXECUGAO DO ENSAIO

F-4.1. Condicionar as amostras em estufa a (70 + 2) °C por (168 + 2) h.

F-4.2. Retirar da estufa, manter as embalagens a (25° + 5°) C durante um periodo de, no minimo, 12h e, no
maximo, 96h.

F-4.3. Abrir as embalagens e examinar os PRESERVATIVOs buscando sinais de deterioragdo, como
pegajosidade, friabilidade ou outros defeitos.

F-4.4. Realizar o ensaio para medir a capacidade volumétrica e a pressdo de estouro de acordo com o Anexo E.

F-5. CONTEUDO DO RELATORIO DO ENSAIO

O relatério do ensaio deve conter os seguintes itens:

a) identificacdo da amostra;

b) data do ensaio;

¢) nimero de PRESERVATIVOs ensaiados;

d) descricao de qualquer deterioragéo visivel nos PRESERVATIVOs apés o condicionamento em estufa;

e) capacidade volumétrica e presséo de estouro de cada PRESERVATIVO ensaiado;
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f) nimero de PRESERVATIVOs fora das especificacdes.

ANEXO G - VERIFICACAO DE ORIFICIOS

G-1. PRINCIPIO

Inicialmente, os PRESERVATIVOs sdo testados eletricamente para detecgdo de furos. Um PRESERVATIVO
que ndo apresente furos age como um isolante e ndo permite que haja passagem de corrente no circuito
elétrico. Um PRESERVATIVO com furo permite a passagem de corrente. Os PRESERVATIVOs que forem
reprovados no teste elétrico devem ser rolados em papel absorvente colorido para que seja confirmada a
existéncia de furos.

G-2. APARELHAGEM

G-2.1. Equipamento de teste elétrico

Um exemplo de aparelhagem é mostrada nas Figuras 3 e 4.

As tolerancias para os parametros sdo: Voltagem (10 + 1,0) V. Resisténcia (10 = 0,5) kOhm. Sensibilidade do
voltimetro de = 3 mV.

G-2.2. Solugdo eletrolitica

Solugéo eletrolitica de uma solugdo aquosa de cloreto de sodio [NaCl = (10 + 1,0) g /1] a (25 + 5)° C, porém
uma solugdo eletrolitica de condutividade equivalente pode ser utilizada como alternativa [Na2S0O4 = (15,4 +
1,0) g/1].

G-3. EXECUCAO DO ENSAIO

G.3.1. Usar luvas adequadas quando manusear o PRESERVATIVO.

G.3.2. Mover o PRESERVATIVO dentro da embalagem de maneira que fique fora da area a ser rasgada.
Rasgar a embalagem e retirar o PRESERVATIVO.

NOTA: Em nenhuma hipétese utilizar tesoura ou outro instrumento pontiagudo para abrir a embalagem.

G.3.3. Desenrolar o PRESERVATIVO assegurando-se de que 0 mesmo ndo esteja excessivamente esticado em
qualquer direcéo.

G.3.4. Encher o recipiente com solucéo eletrolitica (item G-2.2), trocando-a sempre que a solugéo ficar turva ou,
pelo menos, uma vez por dia.

G.3.5. Completar o volume com a solugdo de modo que o nivel do liquido do recipiente com a solucédo eletrolitica
figue, no maximo, a 25 mm da extremidade aberta; e o nivel da solugdo dentro do PRESERVATIVO fique a
mesma altura ou acima.

G.3.6. Aplicar uma voltagem continua em série de (10 = 1,0) V com uma resisténcia elétrica de (10 + 0,5)

kOhm, entre o eletrodo no reservatério e o eletrodo dentro do PRESERVATIVO. Medir a voltagem no resistor
ap6s (10 + 2) s. Anotar o resultado.
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Apo6s este periodo, caso seja detectada uma tenséo igual ou superior a 0,050 V, o PRESERVATIVO deve ser
submetido ao rolamento em papel absorvente colorido, para que seja confirmada a existéncia de furo.

G.3.7 Os PRESERVATIVOs serdo considerados conformes quando a tensdo detectada for inferior a 0,050V.

G.3.8. Inspecionar o PRESERVATIVO quanto a sinais visiveis de vazamento. Considerar como ndo conforme
qualquer PRESERVATIVO que exiba sinais visiveis de vazamento a uma distancia maior que (25 + 1) mm da
extremidade aberta e terminar o ensaio deste PRESERVATIVO.

G.3.9. Marcar com caneta de ponta porosa a posi¢do do furo, de maneira que seja possivel determinar sua
distancia em relagéo a extremidade aberta, quando o PRESERVATIVO for esvaziado.

G.3.10. Para confirmar a existéncia de furos, encher ou completar o volume do PRESERVATIVO até (300 + 10)
ml com solugdo eletrolitica ou agua, pegar o PRESERVATIVO pela extremidade fechada e, se necessario,
estica-lo suavemente para deslocar a solugdo da extremidade aberta. Vedar a extremidade aberta torcendo o
PRESERVATIVO em um ponto localizado no méximo a 25 mm da extremidade aberta e retird-lo do
equipamento.

G.3.11. Transferir o PRESERVATIVO para uma folha de papel absorvente colorido, seco. Com uma méo manter
fechada a extremidade aberta do PRESERVATIVO para evitar que a dgua vaze e, com a outra mao, rola-lo
para frente e para tras uma vez, em uma distancia igual a sua circunferéncia enquanto cheio de agua.

G.3.12. Durante o rolamento, abrir os dedos da mao para distribuir a forca o mais uniformemente possivel sobre
0 PRESERVATIVO. Manter a méo a uma distancia de 25 mm a 35 mm sobre o papel absorvente. Mover a méao
diagonalmente em relagdo ao PRESERVATIVO para que este seja submetido a pressdo da mao e permaneca
em contato com o papel absorvente. E importante que a extremidade fechada do PRESERVATIVO seja rolada
no papel absorvente durante a operagdo. Inspecionar o papel quanto a sinais de dgua. Ignorar qualquer marca
de lubrificante. Havendo qualquer sinal de agua no papel absorvente, marcar com caneta de ponta porosa a
posicdo do furo, de maneira que seja possivel determinar sua distancia em relagdo a extremidade aberta,
gquando o PRESERVATIVO for esvaziado, e considerar o PRESERVATIVO como ndo conforme.

G-4. CONTEUDO DO RELATORIO DE ENSAIO

O relatério do ensaio deve conter os seguintes itens:

a) identificacdo da amostra;

b) data do ensaio;

¢) nimero de PRESERVATIVOs ensaiados;

d) para PRESERVATIVOs que tenham apresentado voltagem igual ou superior a 0,050 V, registrar a voltagem
obtida;

e) nimero de PRESERVATIVOs com furos. Registrar a distancia, em mm, em que o furo se encontra da
bainha.

ANEXO H - VERIFICACAO DA INTEGRIDADE DA EMBALAGEM

H-1. PRINCIPIO
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Os PRESERVATIVOs, acondicionados na embalagem priméria, sdo submetidos a uma pressdo menor do que a
pressdo atmosférica, para determinar a presenga de vazamentos na embalagem.

H-2. INSTRUMENTOS

H-2.1 Camara de Vacuo equipada com uma bomba de vacuo e um medidor de pressdo, apta para manter uma
pressdo absoluta de (20 + 5) kPa e que permita a visualizagdo de seu interior durante o teste.

H-2.2 Fluido de Imersdo, solugcdo aquosa diluida com um tensoativo, por exemplo, um detergente de uso
comum. Para facilitar a observacdo pode-se acrescentar a solugdo aquosa, gotas de uma solugdo corante, como
por exemplo, azul de metileno.

H-3. EXECUCAO DO ENSAIO

A temperatura do fluido de teste e amostra devem estar em equilibrio com a temperatura ambiente.

H-3.1. Submergir os PRESERVATIVOs acondicionados em suas embalagens primarias na solugdo contida no
recipiente de ensaio da camara de vacuo. A superficie superior dos recipientes deve estar coberta, no minimo,
por 25 mm de agua.

H-3.2. Submeter a camara a uma presséo absoluta de (20 + 5) kPa. Durante o aumento do vacuo, observar as
embalagens quanto ao vazamento, na forma de um aumento estavel de bolhas. As bolhas isoladas causadas
pelo ar preso ndo sdo consideradas vazamento. A embalagem flexivel, com pouco ou nenhum espago morto, nao

pode ser confiavelmente avaliada por este método.

H-3.3. Manter o vacuo por 1 minuto. Soltar o vacuo, retirar a tampa e examinar as embalagens quanto a
presenca de dgua no interior.

H-3.4. Se houver bolhas, indicando vazamento na embalagem durante o aumento de vacuo ou quando mantido
a um vacuo especifico, a amostra é considerada ndo conforme. Se o fluido estiver visivel dentro de uma

embalagem, a mostra é considerada ndo conforme.

H-3.5. Se ndo houver bolhas que indiquem vazamentos e se nenhum fluido estiver visivel dentro da embalagem,
a amostra é considerada conforme.

H-4. CONTEUDO DO RELATORIO DE ENSAIO

O relatério do ensaio deve conter os seguintes itens:

a) identificacdo da amostra;

b) data do ensaio;

¢) nimero de embalagens primarias ensaiadas;

d) nimero de embalagens ndo conformes.

ANEXO | - EMBALAGEM E ROTULAGEM

I-1. PRINCIPIO
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Este Anexo descreve as condi¢cdes a que devem satisfazer as embalagens, as instrugdes de uso e as maquinas

automaticas.

1-2. CONDICOES GERAIS

1-2.1. A embalagem primaria do PRESERVATIVO deve ser hermeticamente selada, proteger o produto de
oxigénio, ozénio, vapor de &gua, luz visivel e ultravioleta. Deve ser utilizado um laminado, que inclui uma
camada de adequada folha impermeavel, flexivel, de aluminio (espessura minima recomendada de 8
micrometros), e camadas de materiais plasticos adequados para a prote¢do mecanica da folha de metal e para a
impressdo e selagem, ou outro material opaco cuja impermeabilidade e resisténcia sejam semelhantes, e isento
de substancias toxicas ou irritantes ou que sejam prejudiciais ao organismo humano, de formato tal que o
produto mantenha seu didmetro em todas as diregdes. A embalagem priméaria deve ser feita para facilitar sua
abertura e nédo provocar danos mecanicos aos PRESERVATIVOs.

1-2.2. As maquinas automaticas que contenham embalagens primarias para distribuicdo de PRESERVATIVOs
de uso Unico, devem conter todas as informacBes exigidas nas embalagens de consumo e instru¢es de uso,
exceto o item 1-4.2.c.

NOTAS:

a) Caso a maquina automatica distribua mais de uma marca ou modelo de PRESERVATIVO, deve estar
claramente indicado na saida de distribui¢do as caracteristicas de cada produto.

b) As méaquinas automaticas devem ser instaladas, preferencialmente, em lugares secos e a temperatura
ambiente, e sem incidéncia direta de luz solar.

¢) Os PRESERVATIVOs poderdo somente ser comercializados em sua embalagem de consumo, excetuando-se
aqueles destinados a maquinas automaticas.

1-2.3. Os textos das embalagens e das instru¢des de uso das maquinas automaticas deverdo ser indeléveis e
estar escritos no idioma do Estado Parte receptor, podendo estar escritos simultaneamente em portugués e

espanhol.

1-2.4. Relativo ao tamanho dos caracteres impressos em todas as embalagens, devera ser adotada uma altura
minima de 1 mm em todas as informacg0es pertinentes.

I -3. EMBALAGEM PRIMARIA

1-3.1. Nesta embalagem devem constar o seguinte:

a) nome e marca do produto;

b) nimero de lote, data de fabricagdo e data de vencimento ou prazo de validade;

¢) marca de conformidade a este Regulamento, quando disponivel;

d) origem do produto, informando o nome do fabricante;

e) largura nominal, em mm,;
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f) nmero do registro junto a Autoridade Sanitéria;

g) os dizeres, ?produto de uso Unico? e ?abrir somente na hora de uso?;

h) indicar se 0 PRESERVATIVO é lubrificado, com espermicida ou presenca de outro aditivo;

i) telefone do Servi¢o de Atendimento ao Consumidor.

NOTA:

A Autoridade Sanitaria poderd, no marco dos programas estatais de salde, promover o0 acesso ao produto em

sua embalagem primaria tendo em conta o resto dos requisitos do presente Regulamento e fornecendo

destinatarios a informacao complementar sobre seu uso.

1-4. EMBALAGEM DE CONSUMO

Esta embalagem pode conter no maximo 12 (doze) embalagens primarias.

A embalagem de consumo deve conter as informacdes a seguir:

1-4.1. Na face principal, devera constar no minimo:

a) nome e marca do produto;

b) caracteristicas do produto (liso, texturizado, anatdmico, outros);

c)quantidade de PRESERVATIVOs em unidades;

d) marca de conformidade com este Regulamento, quando disponivel.

1-4.2. Nas outras faces, devera constar, no minimo:

a) origem do produto, informando o nome e enderego do fabricante e do importador, quando for o caso;

b) nimero do lote, data de fabricacdo e data de vencimento ou prazo de validade;

¢) os dizeres ?ndo fracionar?;

d) o nimero de registro junto a Autoridade Sanitaria;

e) o nome do responsavel técnico;

f) os dizeres ?proteja este produto do calor, da umidade e da luz?;

g) o numero de telefone para atendimento ao consumidor no Estado Parte onde é comercializado;

h) a composi¢do do produto (latex, tipo de lubrificante, espermicida, entre outros aditivos);

i) os dizeres ?produto de uso Unico? e ?ler as instru¢des de uso?.

aos
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1-4.3. No caso de programas oficiais de governo, a Autoridade Sanitaria de cada Estado Parte definird a
necessidade da embalagem de consumo.

NOTA:

No caso da primeira importacdo de PRESERVATIVOs masculinos de uso Unico, o0 nimero de registro junto a
Autoridade Sanitaria podera ser fixado através de etiqueta auto-adesiva ndo reutilizavel.

1-5. INSTRUCOES DE USO

As instrugdes de uso devem acompanhar a embalagem de consumo ou devem estar fixadas nas maquinas
automaticas, como indica o item 1-2.2., devendo informar o seguinte:

a) as vantagens do uso de PRESERVATIVOs, como alternativa para o planejamento familiar e no auxilio a
prevengdo de doencas sexualmente transmissiveis;

b) a maneira correta de manuseio e abertura da embalagem, assim como a correta utilizacdo do produto,
contendo ilustra¢des para melhor entendimento da descrigdo;

¢) informar que o produto deve ser utilizado uma Unica vez e ser descartado corretamente logo ap6s seu uso,
ndo devendo ser jogado no vaso sanitério;

d) informar sobre os efeitos nocivos gerados por materiais incompativeis que entrem em contato com o
PRESERVATIVO;

e) esclarecer que qualquer reacdo alérgica deve ser levada ao conhecimento médico para a devida orientagéo.
ANEXO J - LAVAGEM

J-1. Colocar as amostras a serem lavadas em um recipiente de capacidade adequada que contenha uma
guantidade suficiente de alcool isopropilico ou alcool etilico 95% (v/v), conforme o nimero de amostras a serem
lavadas.

J-2. Lavar os PRESERVATIVOs por dentro e por fora, por 10 min.

J-3. Caso perceber que a quantidade de lubrificante que recobre os PRESERVATIVOs é grande, repetir a
lavagem com uma nova quantidade de alcool limpido.

J-4. Retirar o0s PRESERVATIVOs escorrer e secar entre dois papeis absorventes, por dentro e por fora. Colocar
sobre um papel de cartolina ou cartido, sem sobrepd-los, e coloca-los em estufa a 70 °C + 5 °C entre 60 min. e
90 min., virando-os na metade do periodo.

J-5. Alternativamente ao indicado no J-4, caso haja disponibilidade de equipamento secador de ar quente,
regulado a 70 © C + 5 © C, colocar os PRESERVATIVOs nele, mantendo-os durante o tempo necessario para

obter uma correta secagem, porém nédo mais de 90 min.

J-6. Alternativamente ao indicado no J-4, podem-se secar os PRESERVATIVOs ao ar, entre 16 e 24 horas,
virando-os na metade do periodo.

FIGURAS
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Publicado no, de 11 de setembro de 2008. Onde se 1é: "Art. 4° Esta Resolugdo entra em vigor na data de sua
publicagdo." "Art. 5° Fica revogada a Resolugdo RDC ANVISA n°. 3, de 8 de janeiro de 2002", leia-se:" Art. 4°
Esta Resolugdo entra em vigor 90 (noventa) dias apds a data de sua publicagdo.""Art. 5° Fica revogada a
Resolugdo RDC ANVISA n°. 3, de 8 de janeiro de 2002, publicada no DOU de 30 de janeiro de 2002, a partir da
vigéncia desta Resolucéo."
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ANEXO B
Procedimento Operacional Padronizado, n° 65.3210.008 rev. 15, do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude. Pesquisa de patbgenos em
produtos ndo estéreis e matérias-primas de uso em sua fabricacdo e agua para

didlise.
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1. OBJETIVO

Este Procedimento Operacional Padronizado (POP) estabelece as condigdes e procedimentos para a
pesquisa e identificacdo de patdgenos em produtos (medicamentos ndo estéreis, cosméticos, artigos e
insumos de salde, agua tratada para dialise, solucdo de didlise e concentrado polieletrolitico) e
matérias-primas de uso em sua fabrica¢@o, bem como de outros microrganismos indesejaveis, segundo
a via de administracdo, conforme determinacdo da Farmacopéia Brasileira 5.2 edicdo e da legislagédo
especifica para cada tipo de produto.
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2.CAMPO DE APLICACAO

Este POP aplica-se ao controle da qualidade de produtos (medicamentos ndo estéreis, cosméticos,
artigos e insumos de saude, agua tratada para didlise e concentrado polieletrolitico para dialise) e
matérias-primas de uso em sua fabricacdo, realizado pelo Setor de Produtos n&o-estéreis do
Laboratério de Microbiologia de Produtos Estéreis e ndo Estéreis do Departamento de Microbiologia.

3.DEFINICAO

3.1 — Patégenos

Organismos capazes de causar doencas. S&o, geralmente, bactérias, fungos ou virus.

4. SIGLAS

ATCC-American Type Culture Collection
INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

5. CONDICOES GERAIS
5.1 — Manipulacdo da Amostra

a) armazenar a amostra, de acordo com a orientacdo do fabricante, até o inicio da analise, sendo que
seu processamento deve ser o mais rapido possivel;

) inspecionar a amostra cuidadosamente antes de processa-la, isto é, registrando no anexo A do
POP N°©65.3210.025 qualquer irregularidade com relacéo as suas embalagens, aspecto, n.° de lote
etc. Caso haja alguma irregularidade, comunicar imediatamente ao Coordenador do Grupo Nucleo
Técnico Programéatico correspondente;

¢) desinfetar as embalagens da amostra com solucdo de alcool etilico a 70% (v/v);

d) a analise microbioldgica requer a utilizagdo de aliquotas representativas do contetado da amostra.
Utilizar 10 mL ou 10 g para cada um dos ensaios, obtidos de 10 aliquotas de 1ImL ou 1 g;

e) para aquelas amostras cujo volume for inferior a 10 mL ou 10 g, analisar todo 0 seu conteldo;

f) no caso de amostras obtidas durante o processamento na industria, 0s ensaios devem ser
realizados em 10 mL ou 10 g da mistura das amostras obtidas no inicio, meio e fim do processo.

5.2 — Verificagdo da Capacidade Inibitoria

Todas as amostras devem ser avaliadas quanto a sua capacidade inibitéria do crescimento microbiano,
conforme metodologia descrita no POP 65.3210.009 “Verificacdo da Capacidade Inibitéria

de Produtos néo Estéreis do Departamento de Microbiologia”.

5.3 — Materiais e Equipamentos

a) erlenmeyers de 250 e 500 mL;

b) tubos de ensaio 13 x 100 mm,16 x 150 mm e 18 x 170 mm,
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c) provetas de 100 mL;

d) pipetas graduadas de 1, 2, 5 e 10 mL;

e) gral e pistilo;

f) placas de Petri;

g) espétulas e pincas;

h) alga bacterioldgica de platina e de niquel-cromo;
i) agulha bacteriologica;

j) banho termostético regulado a 45 — 50 °C;

k) estufa bacteriologica a 32,5°C +2,5°C;

[) incubadora a 22,5°C +2,5°C;

m) balanca com capacidade de 300 g e sensibilidade de 0,001g;
n) homogeneizador mecanico;

0) capela fluxo laminar tipo Il B;

p) equipamento luz U.V.(ultra violeta);

g) jarra para anaerobiose.

Esterilizar toda a vidraria de acordo com o POP 65.3220.004.
5.4 — Meios de Cultura ( Anexo A)

a) agar bismuto sulfito;

b) agar cetrimide;

c) &gar citrato de Simmons;

d) agar desoxirribonuclease;

e) agar eosina azul de metileno (seg. Levine);
f) &gar Mac Conkey;

g) agar para deteccao de fluoresceina;

h) &gar triplice acucar-ferro;

i) agar tripticaseina de soja;

j) agar uréia;

k) &gar verde brilhante-vermelho de fenol lactose-sacarose;
[) agar Vogel-Johnson;

m)agar Sal Manitol

n) &gar xilose-lisina desoxicolato;

0) agar Columbia

p) Agar Sabouraud-dextrose

g) caldo lisina,arginina e ornitina;

r) caldo Reforcado para Clostridium ;

s) caldo caseina-soja;

t) caldo infusé@o de cérebro e coracgéao;

u) caldo lactosado;

v) caldo selenito-cistina;

w) caldo tetrationato;

X) caldo indol ou agar semi sélido H,S, Indol e Mobilidade (SIM)
y) caldo para fermentacao de acucares;

z) caldo vermelho de metila-Vogues Proskauer;
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aa)caldo nitrato.
bb)caldo MacConkey.
cc) caldo Rappaport Vassiliadis

Os numeros de lote dos meios de cultura utilizados nos ensaios séo registrados no formulario meios de
cultura, solucdes, microorganismos de referencia, vidraria e equipamentos utilizados nos ensaios,
Anexo E.

5.5 — Reagentes e solu¢des (Anexo B)

a) reagente de Kovacs ou Ehrlich;

b) reagente para teste de oxidase;

c) reagente para teste de vermelho de metila;
d) reagentes para teste de Vogues-Proskauer;
e) corante azul algodéo lactofenol;

f) reagentes para nitrato.

5.6 — Outros reagentes e solugdes

a) bateria para coloracdo de Gram;

b) cloroférmio;

c) Oleo mineral estéril;

d) plasma de coelho ou cavalo com EDTA,;

e) polisssorbato 80 estéril;

f) solugéo de acido cloridrico 1N;

g) solucédo de perdxido de hidrogénio a 30%;
h) solucao salina a 0,85%

5.7 — Micro-organismos de referéncia:

Pseudomonas aeruginosa INCQS 00230 (ATCC 9027)

Escherichia coli INCQS 00219 (ATCC 8739)
Staphylococcus aureus INCQS 00039 (ATCC 6538)
Candida albicans INCQS 40006 (ATCC 10231)
Salmonella sp INCQS (?0}50 (ATCC 14028)( )
Clostridium sporogenes INCQS 00060 (ATCC 11437,
Aspergillus brasiliensis INCQS 40036 (ATCC 16404)
Bacillus subtilis INCQS 00001 (ATCC 6633)

6. CONDICOES ESPECIFICAS

6.1 — Preparo e Enriquecimento das Amostras
Nas etapas a seguir € feito o controle negativo do ensaio através da utilizacdo do meio sem a amostral
(branco).

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil REVISAO PAGINA

Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2290-0915 4748
www.incgs.fiocruz.br 15




~

4

COPIA NAO CONTROLADA

Ministério da Saude ﬁ%
FIOCRUZ

Fundacg&o Oswaldo Cruz INCQS
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e

TITULO: PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO ,
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA NUMERO
FABRICAGAO E AGUA PARA DIALISE 65.3210.008

6.1.1 — Sdlidos parcialmente solUveis, drageas, comprimidos

a) triturar a amostra em gral com pistilo até a obtencdo de um pé fino. Pesar 10 g da amostra triturada;

b) adicionar 90 mL de caldo de caseina-soja e homogeneizar cuidadosamente (diluicdo 1:10) e
ajustar o pH para 6,0 a 8,0 com solu¢cédo HCI 0,1 M ou NaOH 0,1 M;

c¢) adicionar uma porcdo 90 mL de caldo caseina-soja e incubar a 32,5°C +2,5°C durante 24 - 48
horas;

d) se houver evidéncia de crescimento proceder a pesquisa e identificacdo de patdégenos de acordo
com o descrito nas sec¢bes 6.2 a 6.6,conforme 0 caso.

6.1.2 — Produtos hidrossoltveis (sélidos soluveis, fluidos, solugBes, agua para hemodidlise,
concentrado polieletrolitico)

a) pesar ou medir 10g ou 10mL da mistura da amostra. Adicionar 90mL de caldo de caseina-soja e
homogeneizar completamente por agitacao (diluicdo 1:10), se necessério ajustar o pH para 6,0 a 8,0
com solug¢do HCI 0,1 M ou NaOH 0,1 M;

b) Incubar a 32,5°C +2,5°C durante 24 - 48 horas;

c) se houver evidéncia de crescimento proceder a pesquisa e identificagdo de patdégenos de acordo
com o descrito nas sec¢fes 6.2 a 6.6, conforme o caso.

6.1.3 — Produtos de natureza ndo lipidica insollveis em agua, (pomadas, cremes, ceras, supositérios,
ovulos)

a) pesar ou medir 10 g ou 10 mL da mistura da amostra;
b) adicionar 2 mL da solucdo de tween 80 a 0,1% estéril, homogeneizar por agitacdo e, se
necessario, sob aquecimento em banho termostético a 45-50° C por 10-15 minutos e ajustar o pH
para 6,0 a 8,0 com solucdo HCI 0,1 M ou NaOH 0,1 M;
¢) adicionar 88 mL de caldo caseina-soja e homogeneizar (diluicdo 1:10). Se ndo obtiver uma
homogeneizagdo completa, colocar em banho termostético a 45-50° C por aproximadamente 5 minutos;
d) incubar a 32,5°C +2,5°C durante 24 -48 horas;
e)se houver evidéncia de crescimento realizar a pesquisa e identificacdo de patdégenos de acordo
com o descrito nas seg¢bes 6.2 a 6.6,conforme o caso.

6.1.4 — Aerossois

a)resfriar pelo menos 10 recipientes do produto em mistura de alcool 70% e deixar em gelo seco
durante uma hora,

b) abrir os recipientes e deixa-los abertos para que o propelente seja eliminado;

¢) transferir uma por¢céo de 10mL do produto para um frasco contendo 90 mL de caldo caseina soja;

d) transferir uma porcéo de 1 mL do produto, a partir do caldo caseina, para um frasco contendo 100 mL
de caldo MacConkey;

e)incubar os frascos a 32,5°C +2,5°C durante 24 -48 horas;

f)se houver evidéncia de crescimento proceder a pesquisa e identificacdo de patdégenos de acordo com
0 descrito nas secdes 6.2 a 6.6 , conforme o caso.

Se néo for possivel obter duas por¢des de 10 mL da amostra, dividir o conteudo das embalagens em
duas partes e transferir uma parte para o frasco contendo caldo MacConkey
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e a outra parte para frasco contendo caldo de caseina-soja, mantendo a proporcéo de 1:10;
6.1.5 — Sdlidos soluveis (capsulas vazias)

a) pesar duas porcdes de 10 g da amostra. Adicionar, a uma por¢do, 90 mL de caldo MacConkey. A
outra porc¢ao, adicionar 90 mL de caldo caseina-soja.

Aquecer, ho maximo até 45°C, em banho termostatico por 15 a 20 minutos, agitando até obtencéo de

uma suspensao uniforme;

b) incubar a 32,5°C +£2,5°C durante 24 - 48 horas;

¢) se houver evidéncia de crescimento proceder a pesquisa e identificacdo de patdégenos de acordo
com o descrito nas sec¢bes 6.2 a 6.6,conforme 0 caso.

6.2 — Pesquisa e Identificacdo de Pseudomonas aeruginosa

a) a partir do material enriquecido em caldo de caseina-soja (se¢do 6.1) transferir uma algada para
agar cetrimide e semear por esgotamento; paralelamente,inocular um controle positivo e um
negativo;

b) incubar a 32,5°C +2,5°C durante 18 - 72 horas;

c) transferir cada colénia com aspecto morfoldgico diferente em &gar cetrimide para agar tripticaseina
soja inclinado e incubar a 32,5°C +2,5°C durante 18 - 24 horas, uma vez que as colonias de P.
aeruginosa apresentam aspecto muito variado.

6.2.1 — Triagem bioquimica

Utilizar Pseudomonas aeruginosa INCQS 00230 (ATCC 9027), como controle positivo dos ensaios.

Os controles positivos e negativos das provas bioquimicas sao realizados de acordo com o indicado no
formulario que consta no anexo F.

Submeter as culturas em agar tripticaseina de soja inclinado aos seguintes ensaios:

6.2.1.1 — Coloracdo de Gram

Submeter os esfregacos das culturas fixados em |amina ao método de coloracdo de Gram, conforme
PU 3210.102.

As cepas de Pseudomonas aeruginosa apresentam-se como bastonetes Gram negativos.

6.2.1.2 — Citocromo oxidase

a) transferir o crescimento com alga bacterioldégica de platina ou bastdo de madeira estéril para uma
tira de papel de filtro impregnada com solucédo de N,N dimetil-p-fenilenodiamino:paralelamente um
controle positivo e um negativo;

 teste positivo: desenvolvimento de coloragdo rosa a purpura em 10 a 30 segundos;

« teste negativo: auséncia de coloracéo.
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A maioria das cepas de Pseudomonas aeruginosa sao positivas para este ensaio.

Nao utilizar algca bacteriolégica de niquel-cromo, pois esta pode interferir no ensaio, gerando um
resultado falso-positivo.

6.2.1.3 — Deteccao de fluoresceina

a) transferir uma algcada das culturas para tubo contendo &gar para deteccdo de fluoresceina;
paralelamente, inocular um controle positivo e um negativo;

b) incubar a 32,5°C +2,5°C durante 18 - 24 horas;
¢) examinar a fluorescéncia do agar sob luz ultravioleta, no comprimento de onda de 254 nm.

A maioria das cepas de Pseudomonas aeruginosa produz fluoresceina.

6.2.1.4 — Deteccao de piocianina

a) transferir cerca de 1 mL de cloroférmio para a superfice de uma placa de agar cetrimide contendo a
cultura suspeita (24 horas), paralelamente, inocular um controle positivo e um negativo;

b) remover o cloroférmio para um tubo de ensaio 13 x 100 mm e observar a coloragdo do mesmo:

e coloracao azul - presenca de piocianina;
« incolor ou outra coloracéo - auséncia de piocianina.

A maioria das cepas de Pseudomonas aeruginosa € positiva para esta prova.

6.2.1.5 — Crescimento a 42 + 1°C

a) transferir uma al¢cada das culturas para tubo contendo caldo infusdo de cérebro e coracao; inocular
um controle positivo e um negativo;

b) incubar os tubos a 42 + 1°C em banho termostéatico durante 48 + 3 horas.
As cepas de Pseudomonas aeruginosa apresentam crescimento a 42°C.

Caso necessario, submeter as culturas suspeitas a provas bioquimicas complementares conforme
ANEXO F deste POP.

6.3 — Pesquisa e Identificagéo de Staphylococcus aureus

a) a partir do material enriquecido em caldo caseina-soja (secdo 6.1) transferir uma alcada para agar
Sal Manitol e semear por esgotamento; paralelamente inocular um controle positivo e um negativo;
b) incubar a 32,5°C +2,5°C durante 48 + 3 horas;
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c¢) verificar o desenvolvimento de colbnias tipicas de Staphylococcus aureus:

* Agar Sal Manitol - colénias amarelas ou brancas rodeada por uma zona amarela
d) repicar as col6nias tipicas para tubos contendo agar tripticaseina de soja inclinado;
e) incubar a 32,5°C £2,5°C durante 18-24 horas.

6.3.1 — Ensaios de confirmacéao

Utilizar Staphylococcus aureus INCQS 00039 (ATCC 6538) como controle positivo dos ensaios.
Os controles positivos e negativos das provas bioquimicas sao realizados de acordo com o indicado ng
formulério que consta no anexo F deste POP.

Submeter as culturas em agar tripticaseina de soja inclinado aos seguintes ensaios:

6.3.1.1 — Coloracdo de Gram

Submeter os esfregacos das culturas fixados em lamina ao método de coloracdo de Gram, conforme
PU 3210.102.

As cepas de Staphylococcus aureus apresentam-se como cocos Gram positivos isolados ou em
agrupamentos semelhantes a cachos de uvas.

6.3.1.2 — Desoxirribonuclease

a) repicar as culturas com caracteristicas morfotintoriais de Staphylococcus aureus para placas de Petri
contendo 4gar desoxirribonuclease, paralelamente inocular um controle positivo e um negativo;

b) incubar a 32,5°C +2,5°C durante 18 - 24 horas;

¢) adicionar solucao de acido cloridrico 1N;

d) a formacéo de zona incolor ao redor do crescimento indica reag&o positiva.

A maioria das cepas de Staphylococcus aureus é positiva para este ensaio.

6.3.1.3 — Coagulase

a) repicar as culturas com as caracteristicas morfotintoriais de Staphylococcus aureus para tubos
contendo caldo infusdo de cérebro e coracdo, paralelamente inocular um controle positivo e um
negativo;

b) incubar a 32,5°C +2,5°C durante 18 - 24 horas;

¢) transferir 0,3 mL da cultura em caldo infusédo de cérebro e coragao para tubo 13 X 100 mm contendo
igual volume de plasma de coelho com EDTA,;

d) homogeneizar e incubar em banho termostético a 37+ 0,5°C;

e) observar a formacao de coagulo em 2, 4 e 24 horas:

Resultado positivo:

» presenca de coagulo rigido que ndo se desloca quando da inverséo do tubo;
Resultado negativo:

« auséncia de coagulo apads 24 horas de incubacdo
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As cepas de S. aureus sao positivas para este ensaio.
6.3.2 — Ensaios auxiliares

Submeter as culturas com resultados positivos para coagulase aos seguintes ensaios:

6.3.2.1 — Ensaio de catalase

Transferir uma cultura de 18 a 24 horas em agar inclinado tripticaseina de soja para lamina de vidro
limpa e desengordurada,com o auxilio de uma alca de niquel- cromo, paralelamente inocular um
controle positivo e um negativo, e adicionar uma gota de perdxido de hidrogénio a 30%.sobre a cultura.

Interpretacdo: o producédo de bolhas significa prova positiva.
As cepas de Staphylococcus aureus sao positivas para este ensaio.
A ndo producao de bolhas significa prova negativa.

6.3.2.2 — Utilizag&do anaerdbica da glicose

a) inocular, em profundidade, uma algada do crescimento em &gar inclinado tripticaseina de soja, em
tubo contendo 3 mL de caldo para fermentagdo anaerdbica da glicose, paralelmente inocular um
controle positivo e um negativo;

b) cobrir o meio com 0,3 mL de éleo mineral estéril;

) incubar a 32,5°C £2,5°C por 24 - 48 horas;

A mudanca da cor do meio para vermelho, significa prova positiva

- As cepas de Staphylococcus aureus sdo positivas para este ensaio.

6.4 — Pesquisa e Identificagdo de Salmonella sp.

A partir do material enriquecido em caldo caseina soja (secao 6.1) transferir 0,2mL do conteudo para
tubo contendo 10mL de caldo Enriquecimento Salmonella Rappaport Vassiliadis e Incubar a 32,5 °C +
2,5 °C durantel8 a 24 horas.
a) Realizar subcultura em placa contendo Agar Xilose Lisina Desoxicolato, paralelamente semear
controle positivo e negativo;
b) incubar a 32,5°C + 2,5 °C durante 18 a 48 horas;
c)verificar o desenvolvimento de colbnias tipicas de Salmonella sp.

» 4gar xilose-lisina desoxicolato - colénias vermelhas com ou sem centro negro;
d)repicar as col6nias suspeitas para tubos contendo agar inclinado tripticaseina soja e incubar a 32,5°C
+2,5°C durante 18 - 24 horas.

6.4.1 — Triagem bioquimica
Utilizar Salmonella sp ATCC 14028 INCQS 00150 como controle positivo dos ensaios.
Os controles positivos e negativos das provas bioquimicas sao realizados de acordo com o indicado ng

formulario que consta no anexo F.

Submeter as culturas em agar inclinado tripticaseina de soja as seguintes provas:
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6.4.1.1 — Coloracdo de Gram

Submeter os esfregacos das culturas fixados em |amina ao método de coloragcdo de Gram, conforme
PU 3210.102.

As cepas de Salmonella sp apresentam-se como bastonetes Gram negativos.

6.4.1.2 — Utilizacdo de acucares, producdo de gas e producado de H,S

a) semear as culturas suspeitas no meio de &gar triplice acucar ferro em profundidade e estriando na
superficie inclinada utilizando agulha bacteriol6gica; incubar a 32,5°C +2,5°C durante 18 - 24
horas,paralelamente, usar controle positivo e negativo;

» as cepas de Salmonella sp desenvolvem-se neste meio tornando a superficie alcalina
(vermelha) e a base acida (amarela) com ou sem producdo de gés e/ou escurecimento do
meio (producao de H.S).

b) inocular uma alcada das culturas suspeitas em caldo para fermentacdo de glicose com tubo de
Durhan, paralelamente, usar controle positivo e negativo e incubar a 32,5°C +2,5°C durante 18 - 24
horas.

« as cepas de Salmonella sp desenvolvem-se neste meio com ou sem producao de gas.

6.4.1.3 — Descarboxilacdo da lisina, arginina e ornitina:

a) inocular uma al¢cada das culturas suspeitas em caldo lisina,arginina e ornitina,separadamente;
b) cobrir todos os tubos,inclusive o controle,com 0,3 mL de 6leo mineral estéril;

c) incubar a 32,5°C +2,5°C durante 24-96 horas.

As cepas de Salmonella sp apresentam reacédo alcalina (cor purpura) em todo 0 meio, com ou sem
producao de gas ou HS.

6.4.1.4 — Producéo de urease

a) semear as culturas suspeitas no meio de agar uréia, estriando a superficie inclinada;
b) incubar a 32,5°C +2,5°C durante 24 - 96 horas.

As cepas de Salmonella sp ndo alteram a cor do meio porque sdo urease negativas.

6.4.2 — Provas de confirmacéao

Submeter as culturas suspeitas a provas bioquimicas complementares conforme Anexo F.

6.5 — Pesquisa e Identificacdo de E. coli

A partir do material enriquecido em caldo caseina-soja (secéo 6.1) transferir 1 mL da amostra
para 100 mL de Caldo MacConkey;
a) Incubar a 43 °C + 1 °C durante 24 — 48 horas.
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b) Realizar subcultura em placa de Agar MacConkey e incubar a 32,5 °C + 2,5 °C durante 18 a 72
horas;

c¢) O crescimento de colbnias vermelhas, geralmente ndo mucosas, com micromorfologia caracteristica|
de bacilo Gram-negativo, indica presenca provavel de E.coli;

d) selecionar as colbnias tipicas e semear em tubos contendo &gar tripticaseina de soja inclinado;
e) incubar a 32,5°C +2,5°C durante 18 - 24 horas.

6.5.1 — Triagem bioquimica

Utilizar Escherichia coli INCQS 00219 (ATCC 8739) como controle positivo dos ensaios.

Os controles positivos e negativos das provas bioquimicas sao realizados de acordo com o indicado ng
formulério que consta no anexo F.

Submeter as culturas do agar inclinado tripticaseina de soja as seguintes provas:

6.5.1.1 — Coloracéo de Gram

Submeter os esfregacos das culturas fixados em lamina ao método de coloracdo de Gram, conforme
PU 3210.102.

As cepas de E. coli apresentam-se como bastonetes Gram negativos.

6.5.1.2 — Morfologia colonial em agar eosina azul de metileno

a) semear as culturas suspeitas, por esgotamento, em placas contendo agar eosina azul de metileno;
b) incubar a 32,5°C +2,5°C durante 18 - 24 horas.

As cepas de E.coli desenvolvem colbnias escuras com ou sem brilho metalico.

6.5.1.3 — Prova do indol

a) semear um tubo contendo caldo indol ou agar semi sélido SIM e incubar a 32,5°C +2,5°C durante
18 - 24 horas;

b) adicionar 0,5 mL de reagente de Kovacs ou Erlich

O desenvolvimento de coloracdo vermelha na superficie do meio indica rea¢éo positiva.

A maioria das cepas de E. coli é indol positiva.

6.5.1.4 — Prova de Voges-Proskauer

a) semear um tubo contendo caldo vermelho de metila-Voges Proskauer e incubar a 32,5°C +2,5°C
durante 24 horas;

b) transferir 1 mL da cultura para tubo 13 X 100 mm e reservar o restante das culturas;

c¢) adicionar 0,6 mL de solucéo de alfa naftol e 0,2 mL de KOH a 40% e agitar;

d) realizar a leitura apos 2 horas;
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e) o desenvolvimento de coloragéo résea indica reacéo positiva.
As cepas de E. coli sdo negativas para esta prova.
6.5.1.5 — Prova do vermelho de metila

a) incubar o restante das culturas em caldo vermelho de metila-Voges Proskauer obtidas na secao
6.5.1.4. por mais 18-48 horas a 30 - 37°C;

b) adicionar 5 gotas de solucdo de vermelho de metila. O desenvolvimento de cor vermelha indica
reacao positiva.

As cepas de E. coli sdo positivas para esta prova.
6.5.1.6 — Utilizacdo do citrato como Unica fonte de carbono

a) semear com agulha bacterioldégica um leve inéculo das culturas suspeitas no meio agar citrato de
Simmons estriando levemente a superficie inclinada do meio. Incubar a 30 - 37°C por até 96 horas;
b) o crescimento com mudanca da cor do meio para azul indica reagéo positiva.

As cepas de E. coli sdo negativas para esta prova. Caso necessario, submeter as culturas suspeitas a
provas bioquimicas complementares conforme ANEXO F.

6.5.1.7 — Prova da reducéo de nitrato

a) inocular uma algada das culturas suspeitas no meio.Incubar a 32,5°C +2,5°C por 18-24 horas.

b) apds periodo de incubacgéo adicionar 1 mL dos reagentes A e B.
¢) resultado positivo: desenvolvimento de coloracdo vermelha. Caso o resultado seja negativo
(auséncia de coloracdo vermelha), adicionar aproximadamente 20 mg de p6 de zinco para
confirmacdo do mesmo. A coloracéo vermelha confirma o resultado negativo.

As cepas de E. coli séo positivas para esta prova.
6.6 — Pesquisa de Clostridium em Pés

a) preparar a amostra de acordo com a (secdo 6.1) e adicionar 1mL do conteldo em dois tubos
contendo 9mL de caldo caseina cada e aquecer uma das por¢des a 80°C por dez minutos e esfriar
imediatamente;

b) transferir 10mL de cada fracdo homogeneizada para dois tubos contendo 100mL do meio caldo
Reforcado para Clostridium e incubar em condi¢cdes de anaerobiose a 32,5°C +2,5°C por 48 horas;

c) apoés o periodo de incubacdo semear cada tubo em placas contendo 4gar Columbia e incubar em
condi¢cbes de anaerobiose a 32,5°C +2,5°C por 48 horas.

Interpretacdo dos resultados: a presenca de crescimento anaerGbico com ou sem enddsporos, e

reacao de catalase negativa, indica presenca de clostrideo em 1g ou 1mL da amostra.

6.7- Pesquisa de Candida albicans

a)preparar a amostra de acordo com a (secéo 6.1) Transferir uma algca para placa contendo Agar
Sabouraud Dextrose ou Agar Nickerson;
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b)Incubar a 32,5 °C £ 2,5 °C durante 24 — 48 horas;
c) O crescimento de colbnias brancas em Agar Sabouraud ou colénias marrom/preta em Agar Nickerson
indica presenca provavel de C. albicans.

6.8 — Pesquisa e ldentificacdo de Patégenos em Medicamentos, segundo Via de Administracao

De acordo com a Farmacopéia Brasileira — 4.ed., sdo indesejaveis, 0s seguintes microrganismos, em
medicamentos segundo a sua via de administracao:

VIA ORAL (sélidos e liquidos)
Bacillus cereus

Enterobacter sp

Candida albicans

Aspergillus flavus

Aspergillus parasiticus

VIA TOPICA

Serratia marcescens
Klebsiella sp

Burkholderia cepacea
Stenotrophomonas maltophilia
Pseudomonas stutzeri
Streptococcus sp, grupo B

VIA NASAL OU RESPIRATORIA
Enterobacter sp

Serratia marcescens

Klebsiella sp

Candida albicans

Proteus sp

Acinetobacter sp

B. cepacia

S. maltophilia

P. stutzeri

VIA INTRA-MAMARIA
Staphylococcus sp
Streptococcus sp, grupo B
Bacillus cereus

Serratia marcescens
Corynebacterium pyogenes

Klebsiella sp
Mycoplasma sp
Enterobacter sp
Pseudomonas sp
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Citrobacter sp

Nocardia sp

Proteus sp

Cryptococcus neoformans
Candida sp

6.8.1 — Pesquisa e identificacdo de Enterobacter sp, Serratia marcescens, Klebsiella sp, Proteus sp e
Citrobacter sp.

Proceder conforme descrito na secdo 6.5 (Pesquisa e identilficacdo de E. coli) e continuar a
identificacdo através de provas bioquimicas complementares, conforme ANEXO F.

6.8.2 — Pesquisa e identificagéo de Acinetobacter sp, B. cepacea, S. maltophilia, P. stutzeri

Proceder conforme descrito na secdo 6.2. (Pesquisa e Identificacdo de P. aeruginosa) e continuar a
identificacao bioquimica através de provas complementares, conforme ANEXO F.

6.8.3 — Pesquisa e identificacdo de Streptococcus grupo B

Proceder conforme descrito na se¢éo 6.3. (Pesquisa e ldentificacdo de S. aureus) até a secdo 6.3.1.1
e continuar a identificacdo através de provas bioquimicas complementares, conforme ANEXO F.

6.8.4 — Pesquisa e identificagéo de Bacillus cereus e Corynebacterium pyogenes

a) apos o preparo e enriqguecimento da amostra em caldo de caseina-soja(sec¢ao 6.1), transferir uma
alcada para placa contendo agar de caseina-soja e semear por esgotamento;

b) incubar a 32,5°C +£2,5°C durante 24 - 48 horas;

c¢) transferir cada tipo de colbnia obtida para tubo contendo agar inclinado tripticaseina de soja e
incubar a 32,5°C £2,5°C durante 24 - 48 horas;

d) verificar as caracteristicas morfotintoriais das culturas através de colora¢éo de Gram;

€) submeter as culturas que se apresentarem como bastonetes Gram positivos a provas bioquimicas

complementares, conforme ANEXO F.

6.8.5 — Pesquisa e identificagdo de Nocardia sp

a) apos preparo e enriqguecimento da amostra em caldo caseina-soja (secéao 6.1), transferir uma alcada
para placa contendo agar de caseina-soja e semear por esgotamento;

b) incubar a 32,5°C +£2,5°C durante 24 - 48 horas;

¢) se houver desenvolvimento de coldnias pequenas com micélio aéreo, transferi-las para tubos
contendo 4gar tripticaseina de soja inclinado e incubar a 32,5°C +2,5°C durante 24 - 48 horas;

d) verificar as caracteristicas morfotintoriais das culturas através de colora¢do de Gram;

e) submeter as culturas que se apresentarem como formas cocoides e bacilares, Gram positivas, a

provas bioquimicas complementares, conforme ANEXO F.

6.8.6 — Pesquisa e identificagdo de Candida sp e Cryptococcus neoformans
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a) apos o preparo e enriguecimento da amostra em caldo de caseina-soja(secao 6.1), transferir uma
algada para placa contendo agar caseina-soja e semear por esgotamento;

b) incubar a 32,5°C +£2,5°C durante 5 - 7 dias;

c¢) verificar as caracteristicas morfoldgicas das culturas pela observacdo microscépica em corante azul
de algodao lactofenol e seguir a identificacdo das culturas que apresentarem células redondas,
ovaladas e com brotamento, através de provas bioquimicas complementares;

d) verificar as caracteristicas morfotinotorias das culturas através de coloracédo de Gram;

e) submeter as culturas que se apresentarem como células Gram positivas, ovaladas e com
brotamento, a provas bioquimicas complementares, conforme ANEXO F.

6.8.7 — Pesquisa e identificacdo de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus

Observar nas placas de agar Sabouraud-dextrose ou &gar batata dextrose, utilizadas na contagem de
fungos (ver POP INCQS n.° 65.3210.010: “Contagem de Viaveis Totais em Produtos Farmacéuticos e
Matérias Primas de Uso em sua Fabricacao”), o desenvolvimento de col6nias grandes com crescimento
radial, micélio aéreo de coloracdo inicialmente branca, tornando-se verde oliva e submeté-las a
observacdes macro e micromorfolégicas que identificam os fungos filamentosos.

6.9- Garantia da Qualidade dos Resultados

A Garantia dos Resultados dos ensaios é realizada de acordo com o0 POP INCQS 65.3210.047

Seré feito o controle do meio nas seguintes etapas de incubacéo: 6.1.1 c, 6.1.2.c, 6.1.3.d, 6.1.4 e, 6.1.5
b,6.2b,6.2¢,6.3b,6.3e,64d,64f,65¢c,65f6.6b,6.6¢c,6.75¢c,6.7.6b.

6.10- Registro dos resultados

O registro dos resultados do ensaio € feito nos formularios constantes dos anexos D, E, F desse
procedimento.
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8. ALTERACOES COM RELACAO A REVISAO ANTERIOR
N° DO SINTESE DA MUDANCA

CAPITULO
Exclusdo de Hilda Nébrega como verificadora
Item 5.6- Inclus&o de solucéo salina 0,85%
5
6 Item 6.1.1-alinea b: excluséo de: “Deixar em repouso por cerca de 30 minutos”
Item 6.1.4- incluséo da alinea d
Anexos E- fl 2-inclusdo da solug&o de salina a 0,85%, exclusdo de solucéo para
esfregaco
F- fl2- alteracdo de A.baumannii, de S.aureus e P.aeroginosa para B.circulans
F-fI3- Alteracdo de A.baumannii, E.coli e E.cloacae para B.circulans e de P.
vulgares por P. Hauseri.
F-fl4- exclusédo de: Oxidacao/Fermentacao
F-fI5- Alteracdo de A. xylosoxidans para A. denitrificans
F-fl6- Alteracdo de E. agglomerans para P. agglomerans e de S.aureus e
B.subtilis para S.maltophilia e de E.coli para P. aeroginosa
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F-fI8- Alteracdo de E. Sakasakii para C. Sakasakii
F-fl9- Alterac&o de S.epidermidis para S. mutans.
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TITULO: PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO ,
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA NUMERO
FABRICAGAO E AGUA PARA DIALISE 65.3210.008
ANEXO A

MEIOS DE CULTURA

A.1. Agar Bismuto Sulfito

= 1O 0 [T or=1 ¢ 1 [T 5049
Peptona de caseina por digeStao PANCIEALICA .........ccuvvriririee et ee e e e ee st ee e e e e e s e e eeaeeeeeennees 5049
Peptona de carne por digesStao PEPLICA .......cooeeeieiiiei i —————— 5009
1 q 1 {01 = S RSPPPRT 50¢9
[ETe TSy k=1 (0 Jo [T 1o [T NPT 4049
SUIFALO FEITOSO ...ttt ettt e e e e e e skt ee e e e s e n e e e e e e e e ennnnne e 300 mg
[T [To=To [T g 0 TE=T g 01 (o =T U 11 o NP 8,0 g
RV /=T o L= o] ] g F= T (R 25 mg
o T TR 20,0 ¢
F Y LU T o011 {1o%=e L= R 1000 mL
Aquecer a mistura, com agitagdo, até a fervura. Transferir para banho termostéatico a 45-50°C até o
meio atingir tal temperatura. Distribuir o volume de 15 — 20 mL por placa de Petri.

pH final: 7,6 + 0,2 a 25°C

Notas:

a) n&o sobreaquecer ou esterilizar o meio;

b) para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacao do fabricante.

A.2. Agar Cetrimide

Peptona de gelatina por digeStao PANCIEALICA ...........uuuuiiruriiiiiiiiiiiieiiriieereeereeeee e e eeesre e e e e 20,09
(O [o =] (oo [N o =T =] Lo PSPPSRI 149
SUIFALO T8 POLASSIO ...ttt e sttt e e e b e e e e e ek e e e e aa bbbt e e et b e e e s ennnee e e e nnneeas 10,0 ¢
Brometo de cetil trimetilamOnio (CEtrMITE) .........uurururuiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiir e e veeeee e rererere e e reeeae 0,39
(€110l o PRSP 10,0 mL
AUAI .ottt ettt ettt et et ettt et et ettt t et et rnate e e e etenea, 13,6 ¢
AQUA PUITICAAL ..ottt ettt ettt et et e et e et e st ese et eseeseseesese e etesesans 1000 mL

Dissolver os componentes solidos em agua purificada, adicionar o glicerol. Aquecer sob agitagéo até a
fervura, mantendo por 1 minuto, para completa dissolugdo dos ingredientes. Esterilizar em autoclave
usando ciclo validado. Distribuir o volume de 15 — 20 mL por placa de Petri.

pH final: 7,2 + 0,2 a 25°C

Nota:
Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéo do fabricante.

ANEXO A — Cont.
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T|'TU LO: PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO )
ESTEREIS E MATNERIA,S-PRIMAS DE QSO EM SUA NUMERO
FABRICACAO E AGUA PARA DIALISE 65.3210.008
ANEXO A — Cont.

A.3. Agar Citrato de Simmons

Fosfato de aménio MONODASICO ... s 10g9
Fosfato de POLASSIO TIDASICO ......ccoiiuiiiieiiiii ettt e et e e e nnee e e e e eanes 109
(O (o] {1 (o Jo [3E=T0 o o N 50¢9
(O] 171 (oo [T {0 Lo o TP PSPPI 20g9
SUIFALO T8 MAGNESIO ...ttt b e e e e bt e e e eabb e e e e e nbb e e e e e abe e e e e aneeeeeeannes 0,29
P V40 Io T<TN o] (o) 0 (o] 115 o o) NP 0,08 g
o = ORI 13,09
F LU T o011 {1o%=e L= R 1000mL

Suspender a mistura em agua purificada. Distribuir o volume de 3 mL em tubos de ensaio 13 X 100 mm.
Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Retirar os tubos da autoclave e deixar o meio solidificar em

posicéo inclinada.

pH final: 6,8 + 0,2 a 25°C

Nota:

Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéo do fabricante.

A.4. Agar Desoxirribonuclease

THIPLOSE .o 20,09

WXl o [0 J0 [T 001 ] 0o £ 11 o3 =] o o PP 209

ClOrEt0 A8 SOTIO ...t 5009

AT 15049
Y U= W o101 o= To F- VRSP SRUPSPRPRPR 1000 mL

Suspender a mistura em agua purificada. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Distribuir o volume de
15 — 20 mL por placa de Petri.

pH final: 7,3 + 0,2 a 25°C

Nota:
Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacao do fabricante.

A.5. Agar Eosina Azul de Metileno (segundo Levine)

Peptona BacteriOlOQICa .......cevviiiieiiieiieee e, 10,0¢g
Fosfato de potassio dIDASICO........cc.uvvviiiiiiiiiii e, 209
ANEXO A — Cont.
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T|'TU LO: PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO )
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FABRICACAO E AGUA PARA DIALISE 65.3210.008
ANEXO A - Cont.

= T3 (0 1= 10,0 g

Lo R [ aF= W= T T U= - PRI 0,449

YAV U o [T 0 4 1= 11T o Lo T 0,0654¢

AT .ottt ettt ettt ettt ettt ettt e et et e et ae et ae e ene 13,59

F U T o011 {1e%=e L= TR 1000 mL

Suspender a mistura em agua purificada. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Distribuir o volume de
15 — 20 mL por placa de Petri.

pH final: 7,0 £ 0,2 a 25°C

Nota:

Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéo do fabricante.

A.6. Caldo Lisina,arginina e ornitina

(=T 01 (o] g F= Tl o =T (=] ] (oo | X USSR 5,09
= (00 L= o= 5 T PP PP 5,09
PUrpUra de BrOMOCIESOI ......cvvieiiieeeeee e 0,1g
A LT g L=l Lo X o (ST =T | 0,005
0 [0 = | SRR 0,005¢g
D () GlICOSE ..o 0,59
P Yo [ T= W o 10 {{o7= o L= VPP PP PPPPTP PP 1000 mL

Distribuir 0 meio pronto em quatro por¢des iguais.

Adicionar a trés delas os aminoacidos (L-lisina , L-arginina e L-ornitina),na concentracdo final de
1%,deixando uma porgédo como controle.

Homogeneizar as solug@es e distribuir em por¢des de 3,0 mL em tubos 13 x 100 mm.

Autoclavar a 121° C / 10 minutos.

Estocar em refrigerador (4-10° C)

pH final: 6,0+ 0,2 a 25°C.

Nota:
Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéo do fabricante.

ANEXO A - Cont.
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T|'TU LO: PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO )
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ANEXO A — Cont.

A.7. Agar Mac Conkey

Peptona de caseina por digesStao PANCIEALICA ............uuuuuuururiiriiiiiiiiiiiieitierriearrerr e 1709
Peptona de carne por digeSta0 PEPLICA ...eeeeeiieieiiiiieee e et ie e e e st e e e e e e e e s e e e e e e s e nnreeeeeeeeaeans 3,00
7= T3 (0 1= 10,0 g
MiStura de SAIS DIlAIES .......eevieiiiieeieee e 15¢9
(0 [0] {1 (o 1o (3T Yo [ o N 50¢9
A LT g T=] | Lo TN L 11 o N 0,03¢g
(O 111 2= LMY/ 10 ] ] S 0,001 g
o - 1 R 13,59
AQUA PUITICAAL ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt et et e e et easetese et ete s etennsteneas 1000 mL
Suspender a mistura em &gua purificada estilada.Esterilizarem autoclave usando ciclo validado.
Distribuir o volume de 15 — 20 mL por placa de Petri.

pH final: 7,1 + 0,2 a 25°C

Nota:

Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéao do fabricante.

A.8. Agar para deteccéo de fluoresceina

Peptona de caseina por digeStao PANCIEALICA ............uuuuuuuruuririiiiiiiiiiiieirierrierrrerrrerr e 10,0g
Peptona de carne por digesStao PEPLICA.........cccoeeei i ——— 10,0¢g
Fosfato de POLASSIO TIDASICO ......cooiiiiiiieiiiii et e et e e e anbr e e e e eanes 159
Sulfato de magnésio heptahidratadO ............cevvveviiiiiiiiiii 15¢
(€11 Tot=T o TP PPRTP PP 10,0 mL
o T AR 15,0 g
AQUA PUITICAAL ...ttt ettt ettt ettt ee et et e s et e et eseeteneesete e etensstenis 1000 mL

Dissolver todos os componentes sélidos em agua antes da adigdo da glicerina. Aquecer com agitacéo €|
ferver por 01 minuto para completa dissolug&o. Distribuir o volume de 10 mL em tubos de ensaio 18 X
170 mm. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Retirar os tubos da autoclave e deixar o meio solidificar
em posicao inclinada.

pH final: 7,2 + 0,2 a 25°C

Nota:
Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéao do fabricante.

[ANEXO A — Cont.
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A.9. Agar Triplice Acucar-Ferro

Peptona de caseina por digeStao PANCIEALICA ........ccuvvvrririeeeiiiiiiiieie e e e e eeseere e e e e e e s e s saerre e aeeeeeennees 1509
Peptona de carne por digeSta0 PEPLICA ....eeeeiiuirieiiieee e e ee et ie e e e e e e e e e e e e e s s aeeeeee e s e snnrreeeaeaeeanns 500
A= (030 L= o= T PSPPI 3,09
EXrato de [EVEAUIA ..o 30g9
7= T3 (0 1= 10,0 g
Y= L= {017 = OSSPSR 10,0 g
D ) T 1o T - PP 10g
Citrato fEITICO U8 AMONIO .....eeee et e ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e eenns 0,59
TIOSSUIFALO T SOUO ... eeeeeeeee e e ettt et e e e e e et e e e e eeaeaens 0,59
(0o T =] (o0 L3 =To Lo 1o L PSPPI 5009
AV (=] o e TSI (=] [ 0,024 g
o T OO 12,0 ¢
Y LU T o011 {1o%=e L= 1000 mL
Suspender a mistura em agua purificada, aquecer até completa dissolug¢éo. Distribuir o volume de 3 mL
em tubos de ensaio 13 X 100 mm. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Retirar os tubos da autoclave
e deixar o meio solidificar em posicado inclinada.

pH final: 7,4 + 0,2 a 25°C

Nota:

Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéao do fabricante.

A.10. Agar Tripticaseina de soja

Peptona de caseina por digeStao PANCIEALICA .........ccuvrriririee e ceiiiieie e e e e e e e e e e e e e e eearar e e e e e e s ennees 1509
Peptona de soja por digeSta0 PAPAINICA .......veiiiieei ittt ee e e e e e e e e e e e s ar e e e e e e s eennneees 5009
L0 [0 =1 (o0 [T To 1o 1SS 5009
o = 15,0 g
e TUE= N o TU 1 To=Ye - SR 1000 mL

Suspender a mistura em agua purificada, aquecer até completa dissolucado. Distribuir o volume de 3 mL
em tubos de ensaio 13 X 100 mm. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.
. Retirar os tubos da autoclave e deixar o meio solidificar em posigé&o inclinada.

pH final: 7,3 + 0,2 a 25°C

Nota:
Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendagao do fabricante.

ANEXO A — Cont
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A.11. Agar Uréia

=T 01 (o] g P o =Tt (=] T ] oo | o= PR USPPPRSR 1049
D ) T 1o L= -SRI 10g
(0o T =1 (o0 L3 =To To 1 L PSPPI 5009
Fosfato de pOtASSIO MONODASICO .......cooiueiiiiiiii e 20g
Vermelho de fENOI ... ————————— 0,012 ¢
o = R 15,0 g
o TUT= N o TU 1 To%=e - WO 1000 mL

Suspender a mistura em agua purificada. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Resfriar o meio até 48
+ 2°C e adicinar 50 mL de solucéo de uréia a 40%, esterilizada por filtracdo. Homogeneizar. Distribuir o

volume de 3 mL em tubos de ensaio 13 X 100 mm e deixar o meio solidificar em posicéo inclinada.

pH final: 6,8 + 0,2 a 25°C

Nota:

Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéao do fabricante.

A.12. Agar Verde Brilhante-Vermelho de Fenol Lactose-Sacarose

Peptona de carne por digeSta0 PEPLICA ...eeeeeiiereiiieieee e e et ie e e e e e s et ere e e e e e e e s e e aee e s e nnraeaneeeeaeans 500
Peptona de caseina por digeStao PANCIEALICA .........ccuvvriiiriee e ciiiiieie e e e e ee e e e e e e s e e snarereraeeeesenneeees 500
EXIrato de [E@VEAUIA ... ————————— 3,09
0 Tod {0 1 10,0¢g
(Ol (0] (=] (o]0 [=3=To 1o | NURUTE RPN 509
Y= L= {01 = USRI 10,0 g
Vermelno de fENOI ... ———— 0,080¢
\{erde {011 =T L (=TT 0,0125¢g
AT 20,09
Y U= o1 U] o= To F- VRSP SPUPSRRPRP 1000 mL

Suspender a mistura em agua purificada. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Distribuir o volume de
15 — 20 mL por placa de Petri.

pH final: 6,9 + 0,2 a 25°C

Nota:
Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéao do fabricante.

ANEXO A — Cont.
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A.13. Agar Vogel - Johnson

Peptona de caseina por digeStao PANCIEALICA .........ccuvviriiriee ettt e e e e et e e e e e e s e e seereeeraeee e e neees 10,09
EXIrato de [EVEAUIA ... ——— 509
1Y/ F= T T (o PSPPSR 10,0g
FOSfato dIDASICO 08 POLASSICO .....vveeeiiiiiiie ettt ettt et e et e e ettt e e e eanr e e e e annnne e e nees 509
[ (o] {1 (o 1o [ 30 [1 (o T 509
GlICINAL e —————————————— 10,0g
o T SR 16,0 g
A L= (=] Lo X e TSI (=1 [ PR 0,025¢
Y LU T o011 {1o%=e L= T 1000 mL
Suspender a mistura em agua purificada. Esteriliza em autoclave usando ciclo validado. Resfriar a 45 —
50°C. Adicionar 20 mL de solucéo de telurito de potassio a 1%, esterilizada por filtracdo, para cada 100
mL de meio. Distribuir o volume de 15 — 20 mL por placa de Petri.

pH final: 7,2 + 0,2 a 25°C

Nota:

Para o preparo do meio desidratado,obedecer a recomendacdo do fabricante.

A.14. Agar Xilose-Lisina Desoxicolato

D (F) XIOSE ...ttt oo et e e e e e et e e e e e a e eeeeenanan 3,50
I o N I 1= | = U 500
= Tod (015 = PO 7549
STz L= {01 =SSP 759
([0 ] (=1 (o 1o [TE=T0 Yo [ o N TSR 509
EXIrato de [EVEAUIA. ... ———————— 3,09
Vermelho de fENOI ... ... —————— .0,08 g
[BIEYY0) (oo ] = 1 0 1o [=IK=Yo 1o [[o NNUTEu TR 2,590
Lo LYV = 1o Jo [=0-To Lo [ N ET TR PTRTRR .6,8¢
(O =Y (o0 (=] [0 =T L0 1= o | PPP 0,8¢g
AUAI ettt ettt ettt ettt ettt et et et et et et nn et ete et re e, 13,59
e U TN o TU 1 Tor= e L= W=t (= 1 OO 1000 mL

Suspender a mistura em agua purificada estéril, aquecer até completa dissolucdo. Resfriar
imediatamente em banho termostéatico a temperatura de 47 — 50°C. Distribuir o volume de 15 — 20 mL
por placa de Petri.

pH final: 7,4 + 0,2 a 25°C

[ANEXO A — Cont.
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Notas:

a) nao esterilizar o meio;
C) para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacao do fabricante.

A.15. caldo para Clostridium

Meio Refor¢cado para Clostridium

LS U= L L0 I 0 (= o 1 - PP 10.0g
0170100 o T TP TUPUPPPPTPTTTPN 10.0g
L = Lo I o (= (Y=o [ - TSP 3.0g
AMIAO SOIUVEL ... e ——————— 1.0g
(o] [Tofo LTI gaTe] glo] o1 Te =1 r=To F- TR PP 5.0g
g1 o geTod[o] g0 [ir= 1o Ja [= T ox 11 =T o SRR 0.5g
ClOFELO dE SOIO......ciiiiieiceeee e —— 5.0g
ACELALO A€ SOIO.....cieiiiieiieee e ——— 3.0g
L2 To = | TP PPTPUPTPTT 0.5g
=T [V W 010 ) [o=To C- VP SURUR S OPUSSERR 1000mL
Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

pH final: 6,8 + 0,2 a 25°C

A.16. Agar Columbia

digestao PaNCreatiCa A CASEINGA.........ccvieieiie et e e e e e e e e e e e e e e s st aeeeeeeeeannneaeeeaeeas 10.0g
peptona de carne por digesStao PANCIEALICA............cceeeeeiiiee e 5.0g
peptona de coracao por digiSta0 PEPLIAICA. ........ccccuuuririiiiiiiiiiiir e e —— . 3.0g
i 1 (ol o [l (YT o 1§ - TP TP PPRPPP PP PPPPPPRPPPN 5.0g
AMIAO A MIINO. .. e 1.0g
ClOFEO dE SOAIO ..o —— 5.0g
F o - TP PR PPPPUPPPPPRTPN: 10.0-15.0g

pH final: 7,3+ 0,2 a 25°C

Dissolver o 4gar aguecendo até ebulicdo,agitando constantemente.Esterilizar em autoclave usando ciclo
Validado.Esfriar a 45 - 50°C e adicionar se necessario,sulfato de gentamicina,correspondente a 20mg
de gentamicina base,verter em placas de Petri.

A.17- Agar Semi Solido H2S, Indol e Mobilidade (SIM)

digestao PANCIrEAtiICA UE CASEING........cvviiiiiiiiiie et 20.0g
Digéstico Péptico de tecido animal(extrato de CArNE).........cccccecuuuuruuuruuueirnriieiiereirerrrrrrrrrrrrrr——————. 6,19
Y011 =L (o R =T g g0 kYo Je [STE=T0 0[] 2 1o T 0,2g
TIOSSUIfAtO A€ SOAIO......cciiiiiieieee e ——— 0,29
o - SRR 3,59
/ANEXO A — Cont.
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Reidratar e adicionar 6 ml de meio por tubo de 16 x 125 mm com tampa de rosca. Esterilizar a 121°C
durante 15 minutos.
pH final, 7,3 £ 0,2.

A. 18 Agar Sal Manitol

Hidrolisado pancCredtico de CaSEINA...........cooviiii i 5009
Peptona péptica de teCido aniMal.............ooeu i e e s e e e e e s e aeeeeans 5009
A= (o0 L= o= 4 T PP 10g9
D 0 = V1 (PP 10,0g
(O (o] £ =1 (o 1o [TE=T0 Yo o F T 75,09
o - TSP 15,09
Vermelno fENOI ... 0,025¢
P Yo [ E= W o101 {o3= o L= VPP PP PPRTPP PP 1000 mL
Ferver 1 minuto com constante agitacdo.Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

pH final, 7,4 + 0,2.

A. 19. Caldo Caseina-Soja

Peptona de caseina por digeStao PANCIEALICA. .........cvuvrrieiiiee ittt ee e e e e 17,09

Peptona de soja por digeSta0 PAPAINICA .......uuiiiieeiiiiiiiiiir et e e e e e e e e e e e e aeeraeee e s e nnnees 3,09

(@30T 1= (o I o [T o o 0SSR 50¢9

Fosfato de POtASSIO QIDASICO ......ceeiiiiiiiiiiiieee ettt e e e e e e e s s abb e e ee e e s e 259
D (#) GlICOSE ..o 259

P Yo [ T= W o101 {o7= o L= VPP PPEPPP PP 1000 mL

Suspender a mistura em agua purificada, homogeneizar até completa dissolucéo. Distribuir o volume de
90 mL em erlenmeyers de 250 mL. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.

pH final: 7,3 + 0,2 a 25°C
Nota:
Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéao do fabricante.

A. 20. Caldo Infusdo de Cérebro e Coragéo

INfUSEO de CErebro de NOVIINO ........cooiiiiiie e e e e e e e e e e e e ennees 200 g
TaT{UESE=To o (=R ou ] = Tox= To JNo [N o Lo PP 250 g
Peptona de caseina por digeStao PANCIEALICA .........ccuvuriiireee e et e e e s ee e e e e e e s e s eraee e e e enneeees 500
Peptona de carne por digeSta0 PEPLICA ...eeeeiiiuieieieieee e e e ettt ie e e e e e s e e e e e e s e e s aeeeaee e s e nnrreeeeeaeeans 500
N ) T 1o L= - PP 209
L0 [0 T =] (o0 [T To 1o TP 509
[Be S k=1 (0 J0 (TR0 1o [0 o [ o F= 1] (oo N 259
Y LU T o011 {1o%=e L= 1000 mL
/ANEXO A — Cont.
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Suspender a mistura em agua purificada, homogeneizar até completa dissolu¢éo. Distribuir o volume de
3 mL em tubos de ensaio 13 X 100 mm. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

pH final: 7,4 + 0,2 a 25°C

Nota:
Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéao do fabricante.

A. 21. Caldo Lactosado

Peptona DACLErIOIOQICEA ........evviiiiiiieeie e 5009

= (o Y0 [N %= 1 o (=TT 3,09

R T 0= P PP 50¢9
P U= o1 U] o= To F- VRSP RPPURUPRRPPR 1000 mL
Suspender a mistura em agua purificada, homogeneizar até completa dissolu¢éo. Distribuir o volume de
90 mL em erlenmeyers de 250 mL. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

pH final: 6,9 + 0,2 a 25°C

Nota:

Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéao do fabricante.

A.22.Caldo Nitrato

= (00 L= o= 5 o T PSP 3,09
(=T 01 0] 0 T TSP PP PUPPPPTPUPRTN 5,0g
o= 0o N o [N o o) = X (o F PP PP PRI 1,09
F LU T o011 {1o%=e L= RO 1000mL

Ajustar o pH a 7,0 £ 0,2 a 25°C.
Distribuir em porc¢des de 5,0 mL em tubo de 16 x 150 mm.

[ANEXO A — Cont.
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ANEXO A — Cont.
Introduzir o tubo de Durhan estéril em posicao invertida.
Autoclavar a 121° C por 15 minutos.
Estocar em refrigerador(4-10° C).

A.23. Caldo Selenito-Cistina

Peptona de caseina por digeStao PANCIEALICA .........ccuvuriiiriee e i it e e e e es e e e e e e s e e eraeeeesenneeees 5009
LmCISHING i —————— 0,01g
7= Vo (0 1= 4049
FOSFato de SO0 TIDASICO ......eeeeeeeee e et et e et e e e e e e eaen 10,09
Y= [T gL (o= Ted T [o T e [T =To Lo [T TP 4049
F LU T o011 {1o%=e L= 1000 mL
Suspender a mistura em agua purificada. Para dissolucdo completa aquecer rapidamente a temperatura
maxima de 60°C. Distribuir o volume de 10 mL em tubos de ensaio 16 X 150 mm. Usar imediatamente.
pH final: 7,0 £ 0,2 a 25°C

a) nao esterilizar o meio;

b) o meio preparado é claro e amarelado;

C) para estocar o meio, esterilizar por filtracéo;

d) para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendac¢éo do fabricante.

A.24. Caldo Tetrationato

Peptona de caseina por digeStao PANCIEALICA .........ccuvvriiirieee et ee e e s ee st ee e e e e e s e s aeerae e e e s enneeees 259
Peptona de carne por digestao PEPLICA .......ccoeeeeeieeii i 2549
SAUS DIIAIES oo, 10g9
(O Tg oTo] aT=1 (e e [ ox-1 (o] [0 TR ERTR TR RSP 10,0¢g
TIOSSUIFAtO A SOTIO ..covveviieeiiee e 30,09
F LU T o011 {1e%=e = 1000 mL

Suspender os ingredientes em agua purificada. Aquecer rapidamente para dissolucao dos ingredientes
e resfriar rapidamente. Distribuir 0 volume de 10 mL em tubos de ensaio 16 X 150 mm. Usar
imediatamente.

a) nao esterilizar o meio;
b) o meio preparado € turvo com sedimento branco de carbonato de calcio;
C) para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéao do fabricante;
d) no momento do uso, adicionar para cada 10 mL de meio, 0,2 mL de solu¢cédo de iodo-iodeto de
potéssio e 0,1 mL de solucéo de verde brilhante. Ndo aquecer o meio apos a adi¢cédo das solugdes.
e Solucao de iodo-iodeto de potassio

[ANEXO A — Cont.
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ToTo =] (ol o (=R oo 7= 1] [ TP PPPPRN 509
10d0 reSSUDIMAAOD .......uueiiiii e 6,090
AQUA PUFIfICAAA @STENIl .......oeecveee ettt et es e eseaneee e s ereeaene e, 20 mL

Dissolver o iodeto de potassio em 5 mL de agudipadia estéril. Adicionar o iodo e homogeneizatuiDparg
20 mL.

« Solucao de verde brilhante
) Corante VErde BIINANTE ........ooeeie e ettt ettt et et e et e e e emareaeenaeeenaeeneeen 0,19
Agua purificada ©SLENIl ..........eeeieii e et e e e e e s e e e e e 100 mL

A.25. Caldo Indol

Triptona (peptona de caseina por digestao triptica) ...........coovviiiiiiiii 10,09

Yo [ E= W e 10 [ {{o3= o £ VPP PPPPPP PPN 1000 mL

Suspender a mistura em agua purificada, homogeneizar até completa dissolucéo. Distribuir o volume de

3 mL em tubos de ensaio 13 X 100 mm. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

pH final: 7,2 + 0,2 a 25°C

Nota:

Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéo do fabricante.

A.26.Caldo para Fermentacdo de AcUcares

(=T 010 o T T TSP PPTTTTRR 10g

= (00 L= o= 5 T PSP 3,09

([0 ] (=] (o 1o [T=T0 Yo o TR 5,0g

INdiCAdOr d& ANGIATE. ...t 10mL

W U= o LU o= To F- VRPN 1000mL
/IANEXO A — Cont.
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ANEXO A — Cont.

Ajustar o pH para 7,1 £ 0,1.
Distribuir em erlenmeyer ou baléo o volume desejado.
Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Indicador de Andrade

[ (o1 [ g = Y= (o1 [0 - VT 0,59
Hidréxido (o (ST Yo [T T A PR 16mL
P [V o101 o= To F- VRS SSUPUPSPUPRPRPR 100mL

Dissolver a fucsina em agua purificada.
Adicionar o hidroxido de sadio.
Deixar a temperatura ambiente por 24 horas em agitacao frequente.

Solucao de Acucar

Preparar solugéo a 10% de do acgucar.
Esterilizar por filtragao.

Incorporar a solugcdo de acucar ao meio basico,de modo a se obter uma concentracéo final de 1% (paral
salicina 0,5%).
Distribuir assepticamente em por¢des de 3 mL em tubos 13 x 100 mm e 10 mL em tubos 18 x 170 mm
e, neste caso, introduzir um tubo de Durhan na posicao invertida para visualizacdo da formacao de gas.

pH final: 7,1 + 0,2 a 25°C

Nota:
Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéao do fabricante.

A.27. Caldo Vermelho de Metila - Voges Proskauer

=T 01 (o] o P W o =T (=] T ] oo | o= PR PSUPPPRSR 7049
D (F) GlICOSE ...ttt ettt et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 509
Fosfato de potassio dIDASICO .......covvveviiiiiiiiiii e, 509
F U T o101 {1o%=e L= A 1000 mL

Suspender a mistura em agua purificada, homogeneizar até completa dissolucdo. Distribuir o volume de
3 mL em tubos de ensaio 13 X 100 mm. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

pH final: 6,9 + 0,2 a 25°C

IANEXO A — Cont.
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Nota:

Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéo do fabricante.

A.28. Caldo Mac Conkey

Hidrolisado PancreatiCco de gelatiNa..........c..eees ueeiiiiiiiiie it 2009
I Tt (o 1= N 1 4 [0 a0 T [ = L= Lo F- VOSSR 10,0¢g
[ST1 (S0 (=3 o Jo I (=TT Lo [ r=1 = Vo F- TR 509
PUrPUra de DrOMOCIESOL.......cc. ettt e s e e ne e e e ennee 10,0mg
F LU T o011 {1o%=e L= 1000 mL

Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.
pH final: 7,3 + 0,2 a 25°C

O resultado da esterilidade e da viabilidade dos meios de cultura deve ser registrado no Anexo C-
Esterilidade e Viabilidade dos Meios de Cultura deste POP.

A.29 - Caldo Enriguecimento Salmonella Rappaport Vassiliadis

[ o] o] g F= T e [T o] - TSR 4,59
Cloreto de magnésio NEXAIAIrAtAT0. ..........cuiiiuriiieiie ettt e e s et e sbae e e e anbeee s 29,09
(O [0 T =] (o0 L= =To Lo 1o TR PP 8,09
S 1=1 {0 o (Y ade] £z 13y [0 o 1] o T= <3 (ol o J TR 0,49
Fosfato de POtASSIO MONODASICO. ..........iiiiiii ettt e e e et e e e et e e s e et e e e e st e e s e saaansas 0,69
Verde MalagQUILa............cooe i ——————— 36,0mg
F LU T o011 {1o%=e L= RO 1000mL

pH final 5,2 + 0,2 a 25 °C. Esterilizar por 15 minutos a 115°C

A.30- Agar Sabouraud-dextrose — 4%

DAL (01 = TSR P TP UPT ST PPUPPPPRPTPIN 409
Mistura de partes iguais de caseina tratada por suco pancreatico e digesto péptico de tecido animal
............................................................................................................................................................... 10 g
AGAT <o 15¢
Y U= o1 U o= To F- VRPN 1000 mL

Suspender a mistura em 1 litro de &gua purificada. Esterilizar em autoclave usando ciclo validado.
pH final: 5,6 + 0,2 a 25°C

Para o preparo a partir do meio desidratado, obedecer a recomendacéo do fabricante.

/ANEXO B
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REAGENTES E SOLUCOES

B. 1. Reagente de Kovacs ou Ehrlich:

Kovacs

oI D110 g [T (1 F= T g T To] L= g V=1 o [T o [o PP 50
Yoo =T Y1 TeT o (e £ 1=\ ) P 75 mL
Acido ClOridriCo (CONCENIIAUD) .........ceeveveerieeeieeeeteteeie et tee et ettt e et et ess et eseste et esesteseesese e etesssteneeneaas 25 mL

Dissolver o p-dimetilaminobenzaldeido em alcool amilico normal.
Adicionar o acido cloridrico vagarosamente. Estocar a 4°C.

Ehrlich

(I D10 =Y 11 F= o T g o] o1=Tq V= 1o [= T [ RSSO SUPSERR 50

Etanol,95% ........................................................................................................................................ 95 mL
YXoio [0} (o] o [Telo I ((o]e] g ToT=1 o] (= Lo [« ) NP 25 mL
B.2. Reagente para o teste de oxidase

N,N - Dimetil - p - fenilenodiamina 2HCL..............coooiiiiii 19
Yo U= o101 o= To F- NSRS 100 mL

Este reagente pode ser usado no periodo de até 7 dias se for estocado em frasco escuro sob
refrigeragéo.

B. 3. Reagente para o teste de vermelho de metila

VermelNO A€ MELIHA .....vuvieieiieee e 0,10¢
ELANO0I 950 ... 300 mL
Yo [ E= W o101 {o7= o £= VPP PP PPPPPP 500 mL

Dissolver o vermelho de metila em 300 mL de etanol. Completar o volume para 500 mL com agua
purificada.

B.4. Reagentes para o teste de Voges-Proskauer
* Solucéo 1

AIRNATIOL ..o 59
Y (o T I €= 1o 1= 01 11 (o ) PSP 100 mL

[ANEXO B — Cont.
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ANEXO B - Cont.
* Solucéo 2

HIdroXido d POASSIO ......vviiiiiiiiiiiiiii 409
F Yo [ E= W o 10 {o3= o £ VTP PPR PP 100 mL

B.5. Corante Azul Algodéo Lactofenol

FEINON ..o 20,00 mL
YA o3 (o [ 31 F= 1o 1 (o1 N 20,0 mL
Glicerol ........................................................................................................................................... 40,0 mL
P U= o LU ] o= To F- USRS 20,0 mL
AZUL AIGOTA0 ...ttt e e e e e e r e e e e 0,059
B.6. Reagentes para Nitrato (GREISS-ILOSVQY)

Reagente A :a-Naftilamina 0,5% ou Dimetil-L-Naftilamina a 0,6%

Lo B A= ] = T PP 5,09
(ou N,N-Dimetil-L-Naftilaming)............ccooiiiiiiii 6,09
ACIHO ACETICO (BIN) BOU0... ettt e e ettt e ettt e ekttt e ettt e ettt e s sk et e e et et e e s kbbbt e e e nbb e e e e e abbe e e e enteeeeeannes 1000mL
Dissolver o reagente em um volume menor que 1000 mL de acido acético 5N,aquecendo levemente.
Transferir a solu¢éo para frasco volumétrico de 1000 mL e acrescentar solucdo de acido acético 5N até
completar 1000 mL.

Filtrar a solucdo através de algodao absorvente lavado.
Estocar em frasco fechado e escuro.

Reagente B : Acido Sulfanilico a 0,8%

ACIO SUIFANTICO. .......coocveciee 89
ACIHO ACETICO (BIN) BOU0. ...ttt e e ettt ettt e ekttt e ettt e et e e ek ket e e et et e e e kbbbt e e e nbb e e e e e abbe e e e enteeeeeannes 1000mL

Dissolver o &cido sulfanilico em um volume menor que 1000 mL de &cido acético 5N.

Transferir a solu¢éo para frasco volumétrico de 1000 mL e acrescentar solucdo de acido acético 5N até
completar 1000 mL.

Estocar em frasco fechado e escuro.

Solugéo salina 0,85% - pH 7.2

ANEXO C
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ANEXO C
ESTERILIDADE E VIABILIDADE DOS MEIOS DE CULTURA
Ministério da Salde
m FIOCRUZ gf%
Fundacédo Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude |N_9QS
ESTERILIDADE E VIABILIDADE DOS MEIOS DE CULTURA
SETOR DE PRODUTOS NAC-ESTEREIS
MEIO DE CULTURA:
CADASTRO/LOTE:
ESTERILIDADE
INCUBAGAC
ESTUFA: TERMOMETRO DEDICADO A ESTUFA:
DATA: / / | ANALISTA:
RESULTADO:
OBSERVAGAO:
VIABILIDADE
CEPA: ATCC: INCQS:
CRIOTUBO: LOTE:
INOCULAGAO:
FLUXO LAMINAR:
ESTUFA: TERMOMETRO DEDICADO A ESTUFA:
DATA:  / / ANALISTA:
RESULTADO: DATA DO TERMINO:
OBSERVAGAO:
O Lhemcacha o1
[ANEXO D
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65.3210.008

ANEXO D

SUA FABRICACAO

FIOCRUZ

1

Ministéric da Sadde

Fundacéo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

28

INCQS

PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA

N°amostra:
Pesquisa de 8. aureus

Resultado:

Pesquisa de P. aeruginosa

Resultado:

Pesquisa de Coliforme foial

Resultado:

Pesquisa de anaerdbios

Resultado:

Pesquisa de E. cofi.

Resultado:

Pesquisa de Salimonelia sp

Resultado:

Pesquisa de Clostridium

P: isa de micr

VIA NASAL OU RESPIRATORIA

Enterobacter sp

Serraifa marcescens

Klebisiefla sp

Candida albicans

Profeus sp

Acinetobacter sp

Burkhoideria cepacea

Stenotrophomonas maltophifia

Pseudomonas stutzeri

FABRICAGCAOQ

O presenga em 1mL

O presenca em 1g

O presenga em 1mL

O presenca em 1g

O presenga em 1mL

O presenca sm 1g

O presenga em 1mL

O presenca em 1g

O presenga em 1mL

O presenca em 1g

) presenca em 10mL
O presenga sm 10g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g
{segundo via de administragéo)

O presenga em 1mL
O presenga em 1g
O presenca em 1mL
O presenca em 1g
O presenga em 1mL
O presenca em 1g
O presenga em 1mL
O presenca em 1g
O presenca em 1mL
O presenca em 1g
O presenga em 1mL
O presenca em 1g
O presenga em 1mL
O presenca em 1g
O presenca em 1mL
O presenca em 1g
O presenga em 1mL

O presenca sm 1g

O auséncia em 1mL

O auséncia em 1g

J auséncia em 1mL

O auséncia em 1g

O auséncia em 1mL

O auséncia em 1g

O auséncia em 1mL

O auséncia em 1g

O auséncia em 1mL

O auséncia em 1g

J auséncia em 10mL

O auséncia em 10g

O auséncia em 1mL

[J auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
[J auséncia em 1g
O auséncia em 1mL
O auséncia em 1g
J auséncia em 1mL
O auséncia em g

O auséncia em 1mL
O auséncia em 1g
[ auséncia em 1mL
O auséncia em 1g
J auséncia em 1mL
J auséncia em 1g
O auséncia em 1mL
O auséncia em 1g
J auséncia em 1mL
O auséncia em 1g
[J auséncia em 1mL

J auséncia em 1g

POP 65.3510.008— Anexo D —fl.1- Rev. 15

CLASSIFICACAQ: 542
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COPIA NAO CONTROLADA

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e

TITULO:

PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA

FABRICACAO E AGUA PARA DIALISE

ANEXO D - Cont.

Ministério da Salde

FIOCRUZ

Fundacéo Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

N*°amostra:

VIA TOPICA
Serratia marcescens

Klebisiella sp

Burkholderia cepacea

Stenotrophomonas maltophilia

Pseudomonas stutzeri

Streptococcus sp, grupo B

VIA ORAL (Sélidos ou liquidos)

Bacillus cereus

Enterobacter sp

Aspergillus flavus

Candida albicans

Aspergillus parasitics

O presenga em 1mL
O presenca em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenca em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

25

PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USQ
EM SUA FABRICACAO

[ auséncia em 1mL
O auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
[ auséncia em 1g

[J auséncia em 1mL
[ auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
O auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
[J auséncia em 1g

[ auséncia em 1mL
O auséncia em 1g

[ auséncia em 1mL
[ auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
[ auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
O auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
[J auséncia em 1g

[ auséncia em 1mL
O auséncia em 1g

POP £65.3210.008 - Anexo D - .2 — Rev. 15

CLASSIFIGACAQ: 542
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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e

INCQS

PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA
FABRICACAO E AGUA PARA DIALISE

TITULO:

ANEXO D - Cont.

Ministério da Salide

FIOCRUZ

Fundacdo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satide

>8

INSQS

PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAQ ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO
EM SUA FABRICAGAQ

N°amestra:

VIA INTRA-MAMARIA
Staphylococcus sp

Sireptococcus sp, grupo B

Bacillus cersus

Serratia marcescens

Corynebacterium pyogenes

Kisbisiella sp

Mycoplasma sp

Enterobacter sp

Pseudomonas sp

Citrobacter sp

Nocardia sp

Proteus sp

Cryptococcus neoforrmans

Candida sp

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
[ presenga em 1g

3 presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
(O presenga em 1g

O presenga em 1mL
[ presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenca em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

3 presenga em 1mL
O presenga em 1g

O presenga em 1mL
O presenga em 1g

3 auséncia em 1mL
O auséncia em 1g

(O auséncia em 1mL
(3 auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
3 auséncia em 1g

(3 auséncia em 1mL
O auséncia em 1g

[ auséncia em 1mL
OJ auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
(3 auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
3 auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
O auséncia em 1g

3 auséncia em 1mL
3 auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
(3 auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
(3 auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
O auséncia em 1g

3 auséncia em 1mL
3 auséncia em 1g

O auséncia em 1mL
O auséncia em 1g

POP 65.3210.008- Anexo D-l.3 - Rev. 15
CLASSIFICACAO: 542
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Fundacéo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e

INCQS

FABRICACAO E AGUA PARA

TITULO: PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA

DIALISE

NUMERO
65.3210.008

ANEXO E

MEIOS DE CULTURA, SOLUCOES, MICROORGANISMOS DE REFERENCIA, VIDRARIA E
EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NOS ENSAIOS DO POP 65.3210.008

Ministéric da Satde
FIOCRUZ
Fundagéo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

MEIOS DE CULTURA, SOLUCOES, MICROORGANISMOS DE
EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NOS ENSAIOS DO POP 65.3210.008

PRODUTO:

28

INCQS

REFERENCIA, VIDRARIA E

AMOSTRA:

.LOTE:

MICROORGANISMOS DE REFERENCIA X

LOTE

Psetidomonas aeruginosa ATCC 8027

Escherichia colf ATCC 8739

Staphyfococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus epidermidis ATCC 1228

Salmonelia sp. ATCC 14028

Ciotridium sporogenes ATCC 11437

Aspergilius brasiliensis ATCC 16404

Bacillus subtilis ATCC 6633

MEIOS DE CULTURA X

LOTE

lAgar casefna-soja

Agar Mac Conkey

IAgar Cetrimide

JAgar Columbia

lAgar Vogel-Johnson

Agar Sal Manitol

JAgar Xilose-Lisina Desoxicolato (XLD)

[Agar Bismuto Sulfito

JAgar Verde Brilhante-Vermelho de Fenol-Lactose-Sacarose(BPLS)

lAgar Eosina Azul de Metileno/Levine

Agar Citrato de Simmons

IAgar Desoxirribonuclease

lAgar para dateccao de Fluoresceina

IAgar Triplice Aclicar Ferro

JAgar Sabouraud

Agar Uréia

[Caldo Caselna Soja 0,5% Lecitina de Soja e 0,4% de Tween 80

[Caldo Casefna-Soja

Caldo Lactosado

Caldo Selenito-Cistina

Caldo Tetrationato

Caldo Lisina, Arginina e Ornitina

Caldo Infusao de Cérebro e Coracao

Caldo Triptona

Caldo para Fermentacao de Acucares

Caldo Vermelho de Metila Yogues Proskauer

Caldo Nifrato

[Caldc Reforco para Clostridium

Caldo MacConke

Caldo Rappaport Vassiliadis

Quiros:

OBS:

POP 65.3210.008— Anexo E —fL.1- Rev. 15
CLASSIFICACAQ: 542
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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao

Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e

INCQS

TITULO:

PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA
FABRICACAO E AGUA PARA DIALISE

NUMERO
65.3210.008

ANEXO E — Cont.

Ministéric da Saldde

FIOCRUZ
Fundagéo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde

28

INCQS

MEIOS DE CULTURA, SOLUCOES, MICROORGANISMOS DE REFERENCIA, VIDRARIA E
EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NOS ENSAIOS DO POP 65.3210.008

PRODUTO:

AMOSTRA:

.LOTE:

SOLUGOES

LOTE

Reagente de Kovaks

Reagente para Teste de Oxidase

Reagente para Teste de Vermelho de Metila

Reagsnte para o Teste de Yogues ProsKauer — solugédo 1

Reagenie para o Teste de Yogues ProsKauer — solucac 2

ICorante Azul Algedac Lactefencl

Reagente para Nitrato A

Reagente para Nitrato B

[Solucao salina a ,85%

[Solucdo de Cristal Violeta

[Solucao de Lugol

Solugao de Alcool Acetona

Solucdo de Safranina

[Sclucae de Fuccina

Cloroférmio

Oleo Mineral Estéril

Plasma de Coelho ou Cavalo com EDTA

Polissorbato 80 estéril

[Solucao de Acido Clorfdrico 1N

Solucdo de Perdxido de Hidrogénio a 30%

Solucio de cloreto de magnésio

Solucao verde malaguita oxalato

ITENS DE ENSAIO

CICLO DE ESTERILIZACAO / LOTE

Pipeta de 1mL

Pipeta de 2mL

Pipeta de 10mL

Erlenmeyer de 250mL

Erlenmeyer de 500mL

[Tube de ensaio 18x180

Placa de petri

Proveta de 100 mL

Gaze

Luvas

Outros

Outros

EQUIPAMENTOS

IDENTIFICACAO

Banho termostético/Termémeiro

Incubadora/Termdmetiro

Estufa Bacteriolégica/Termémetro

Balanca
|Micmscbnio

|Flux0 Laminar

POFP 65..3210.008— Anexo E -fl.2- Rev. 15
CLASSIFICACAO: 542
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Ministério da Saude

FIOCRUZ

28

Fundacg&o Oswaldo Cruz INCQS
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e
TITULO: PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA NUMERO
FABRICACAO E AGUA PARA DIALISE 65.3210.008
ANEXO F
PROVAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARES
Ministério da Salde
FIOCRUZ ﬁ%
Fundacéio Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde |N_9QS
BIOQUIMICA COMPLEMENTAR
Bastonetes Gram Positivos
PROVAS AMOSTRA | BRANCO |CONT.POSITIVO | CONT.NEGATIVO
Mobilidade B subtilis S. aurens
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Corpo paraesporal B. thuringiensis B. subtilis
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Catalase B subtilis Streptococcus sp.
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
VP B subtilis E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
VP pH <6 B. subrilis B. circulans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
VP pH >7 B subtilis B. brevis
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Cont=controle
POP 65.3210.008 - Anexo F — fl1 - Rev.15
CLASSIFICAGAQ: 542
/ANEXO F — Cont.
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Ministério da Saude

FIOCRUZ

28

Fundacg&o Oswaldo Cruz INCQS
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e
TITULO: PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA NUMERO
FABRICACAO E AGUA PARA DIALISE 65.3210.008
ANEXO F — Cont.
Ministéric da Satde
FIOCRUZ %%
Fundacéo Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude |NEQS
PROVAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARES
Bastonetes Gram Positivos
PROVAS AMOSTRA | BRANCO |CONT.POSITIVO |[CONT.NEGATIVO
Acidificaciio
Carboidratos:
D-glicose B subtilis B. circulans
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
L-arabinose B subiilis B.cereus
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
D-xilose B subtilis B. cereus
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
D-manitol B subiilis B. cereus
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Caseina (milk) B subiilis B. circulans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Gelatina B subiilis B. circulans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Amido B subtilis B. circulans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Tirosina B. cereus B subilis
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Cont=controle
POP 65.3210.008 — Anexo F — 1.2 - Rev. 15
CLASSIFICAGAC: 542
IANEXO F — Cont.
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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacg&o Oswaldo Cruz INCQS

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e

TITULO: PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO ,
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA NUMERO
FABRICAGAO E AGUA PARA DIALISE 65.3210.008

~

4

COPIA NAO CONTROLADA

ANEXO F — Cont.

Ministério da Satde
FIOCRUZ %
Fundacaoe Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saide |N§QS
PROVAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARES
Bastonetes Gram Positivos
PROVAS AMOSTRA BRANCO CONT.POSITIVO | CONT.NEGATIVO
Utilizacéio:
Citrato de Koser B subrilis B.circulans
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Fenilalanina P. hausert B.circulans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Nitrato B subrilis B.circulans
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Indol E. coli B subtilis
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Egg-yolk (lecitinase) B. cereus B subtilis
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Cresc. calde nutriente B. subtilis C. albicans
pHES Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo
Cresc. NaCl
2% B subtilis B.circulans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
5% B subtilis B.circulans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
T% B subrilis B.circulans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
10% B subtilis B.circulans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Caldo lysozima B. cereus B.ctrculans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Cresc. 50°C B subtilis B.circulans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Cresc. 53°C B.stearothermophilus | B subtilis
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Cont=controle
POP 65.3210.008 — Anexo F — 1.3 — Rev. 15
CLASSIFICAGAO: 542

/IANEXO F — Cont.

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil REVISAO PAGINA
Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2290-0915 42148
www.incgs.fiocruz.br 15




~

4

COPIA NAO CONTROLADA

Ministério da Saude

28

FIOCRUZ
Fundacg&o Oswaldo Cruz INCQS
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e
TITULO: PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA NUMERO
FABRICACAO E AGUA PARA DIALISE 65.3210.008
ANEXO F — Cont.
Ministério da Saude
rochu? =&
Fundacéo Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude |NEQS
PROVAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARES
Niao Fermentador da Glicose
PROVAS AMOSTRA | BRANCO | CONT.POSITIVO [CONT.NEGATIVO
Mac Conkey E. coli 8. aureus
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Catalase P. aeruginosa S.epidermidis
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Oxidase P. acruginosa E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
H2S Salmonella E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Indol E. coli Salmonella
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Mobilidade E. coli S. aureus
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Pigmento P. aeruginosa E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Piocianina P. aeruginosa E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Glicose E. coli A. baurrannii
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Xilose E. coli A. bawmannii
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Cont=controle
POP 65.3210.008 — Anexo F —fl4 — Rev. 15
CLASSIFICAGAQ: 542
IANEXO F — Cont.
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Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundacéo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e

INCQS

TITULO:

PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA
FABRICACAO E AGUA PARA DIALISE

NUMERO
65.3210.008

ANEXO F — Cont.

7

Ministéric da Saide

FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz

28

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saidde |N_9QS
PROVAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARES
Nio Fermentador da Glicose
PROVAS AMOSTRA| BRANCO CONT.POSITIVO |CONT.NEGATIVO
Manitol E. coli B.cereus
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Lactose E. coli M.morganii
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Sacarose E. coli M.morganii
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Maltose E. coli B.diminuta
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Trealose E. coli S.epidermidis
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Frutose E. coli B.diminuta
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Galactose E. coli B.diminuta
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Manose E. coli B.diminuta
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
E. coli B.diminuta
Ramminose Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Esculina S. maltophilia P. geruginosa
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Cresc. 6% nacl A. denitrificans B.diminuia
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Crese.6.5% nacl P stutzeri P. aeruginosa
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo

Cont=controle

POP 65.3210.008 — Anexo F —fl.5 — Rev. 15

CLASSIFICAGAC: 542
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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e

INCQS

TITULO: PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA
FABRICAGAO E AGUA PARA DIALISE

NUMERO
65.3210.008

ANEXO F — Cont.

Ministério da Saide
FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude |N9QS
PROVAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARES (CONTINUAGAO)
Néo Fermentador da Glicose
PROVAS AMOSTRA BRANCO CONT.POSITIVO | CONT.NEGATIVO
Cetrimide P. aerugingsa 5. aurens
Lote: Lote:
Criotubo Criotubro
Ureia S. aureus E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotutro
Nitrato E. coli S.epidermidis
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo:
Crege. 42+1°C P aeruginosa S. aurens
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Lisina 3. maltophilia P.agglomerans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Arginina P.aerugingsa 5. epidermidis
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Ornitina P mirabilis P.agglomerans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
DNase 3. maltophilia E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Amido S_ maltophilia P_aeruginosa
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Gelatina 3. maltophilia P. aeruginosa
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
VM E.coli P.acruginosa
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
VP £. cloacae E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Citrato de Simmons P. aeruginosa E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Agar Tween 80 3. maftophilia Pseudomonas sp.
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Esculina 3. maltophilia P. aeruginosa
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Ton=controle
Resultado:
POP 65.3210.008 — Anexo F 1.6 — Rev. 15
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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacg&o Oswaldo Cruz INCQS
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e
TITULO: PESQUISA DE PATOGENOS EM PRODUTOS NAO
ESTEREIS E MATERIAS-PRIMAS DE USO EM SUA NUMERO
FABRICACAO E AGUA PARA DIALISE 65.3210.008
ANEXO F — Cont.
Ministério da Salde
FIOCRUZ %
Fundacéo Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salide |N§QS
PROVAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARES
Fermentador da Glicose
PROVAS AMOSTRA | BRANCO CONT.POSITIVQ |CONT.NEGATIVO
Oxidacho/Fermentacio
Glicose E. coli B.diminuta
Lote: Lote:
Criotubo: Crigtubo:
Oxidase P. aeruginosa E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
VM E. coli S. maltophilia
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
VP E. cloacae E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
MAC CONKEY E. coli S. autreus
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo
EMB E. coli Salmonelia
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo
H2S Salmonella E. coli
Lote: Lote:
Criotubo: Criotubo
Indol E. coli Saimonelia
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Mobilidade E. coli S aureus
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Citrato de Simmons E. cloacae E.coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Nitrato E. coli Salmonella
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Cont=controle
POP 65.3210.008 — Anexo F — .7 — Rev. 15
GLASSIFICAGACD: 542
/ANEXO F — Cont.
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Ministério da Satde
FIOCRUZ ﬁ%
Fundacéo Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saide |NEQS
PROVAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARES(CONTINUAGAO}
Fermentador da Glicose
PROVAS AMOSTRA | BRANCO CONT.POSITIVO | CONT.NEGATIVO
D-Adonitol E. aerogenes C. Sakasakii
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
D-Sacarose E.cloacae M. morganii
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Gas/Glicose E. aerogenes B subrilis
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Lisina S.malrophilia E. cloacae
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Ornitina P.mirabilis E. Agglomerans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Arginina C. Sakasakii M. morganii
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
DNase S. aureus E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Fenilalanina P.mirabilis E. cloacae
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Ureia S. aureus E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Sorologia Salmonella E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Cont=controle
POP 65.3210.008 — Anexo F — 1.8 - Rev. 15
CLASSIFICAGAO: 542
/ANEXO F — Cont.
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Ministério da Salde
FIOCRUZ %
Fundac#o Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude |NEQS
PROVAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARES
Cocos Gram Positivos
PROVAS AMOSTRA BRANCO CONT.POSITIVO | CONT.NEGATIVO
Coagulase S. aureus S. epidermidis
Lote: Lote:
Crictubo: Criotubo:
Catalase B subtilis S. mutans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Mobilidade E. coli S. aureus
Lote: Lote:
Crictubo: Crigtubo:
VP S. aureus E. coli
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Pigmento S. aureus S. epidermidis
Lote: Lote:
Crictubo: Criotubo:
Hemdlise S. atireus S. epidermidis
Alfa Lote: Lote:
Beta Crictubo: Criotubo:
Nenhuma
Nitrato S. aureus B.diminuta
Lote: Lote:
Crictubo: Criotubo:
Ureia S. aureus E. col
Lote: Lote:
Crictubo Criotubo
Arginina S. atireus M. morganii
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Bile esculina E. faecalis S. mutans
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo
Esculina S. maltophilia P. aeruginosa
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Amido B subtilis P. aeruginosa
Lote: Lote:
Criotubo Criotubo:
Cont=controle
POP 65.3210.008 — Anexo F - fl. 9 — Rev. 15
CLASSIFICACAD: 542
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ANEXO C
Procedimento Operacional Padronizado, n° 65.3330.010 rev. 13, do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude. Ensaio de citotoxicidade in vitro-

meétodo de difusdo em agar
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SUMARIO
1. Objetivo

2. Campo de aplicacéo
3. Historico

4. Definicbes

5. Siglas

6. CondigOes gerais

7. CondicGes especificas

8. Garantia da Qualidade dos Resultados

9. Bibliografia
10.AlteragBes com relacdo a revisdo anterior
11. Avaliacdo da bibliografia

12. Anexos

A. Ensaio de Citotoxicidade “In Vitro” — Método de Difusdo em Agar

B. Resultados do Ensaio de Citotoxicidade “In Vitro” - Método de Difusdo em Agar

C. Planilha de célculos do Ensaio de Citotoxicidade “In Vitro” — Método de Difusdo em Agar
D. Ficha de Acompanhamento de Culturas Celulares

1. OBJETIVO

Este Procedimento Operacional Padronizado (POP) tem por finalidade a descricdo dos procedimentos
experimentais a serem adotados na execucdo do ensaio de toxicidade “in vitro” em células de
mamifero, empregando o método de difusdo em agar.
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Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2290-0915 ¢
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2. CAMPO DE APLICACAO

2.1 — Este POP aplica-se a avaliagdo de seguranca de materiais plasticos, elastbmeros e de outros
polimeros empregados na fabricacdo de dispositivos e acessoérios de uso médico e hospitalar em
contato direto ou indireto com o tecido humano, tais como:

a) bolsas para sangue;

b) frascos para solucfes parenterais;

€) equipos para administracédo de solucgdes;
d) cateteres intravenosos;

e) implantes;

f) tubos e acessorios para oxigenador corporal;
g) tubos e acessorios para dialisador;

h) valvulas cardiacas;

i) enxertos vasculares;

j) equipos para transfuséo e infuséo;

k) fraldas descartaveis.

2.2 — Aplica-se também na etapa de “screening” bioldgico de novos polimeros e elastbmeros durante o
desenvolvimento industrial de produtos. Nesse contexto, € importante a deteccdo de efeitos sobre a
biocompatibilidade decorrentes de mudancas em componentes da formulacdo em processos de
fabricacdo e de esterilizacéo.

3. HISTORICO

O emprego de ensaios em cultura de células de mamifero para avaliagdo biolégica de dispositivos
médicos foi inicialmente descrito em 1965 por Rosenbluth et al. Métodos adicionais foram publicados
por Guess et al. no mesmo ano. Northup em 1986 revendo essas e outras subsequentes publicacdes
enfatizou a sensibilidade e a correlacdo dos ensaios em culturas de células em relacdo aos ensaios de
reatividade biologica “in vivo” para a avaliacao bioldgica de plasticos.

A partir da 222 Revisdo da Farmacopéia Americana, o ensaio de difusdo em agar foi introduzido como
teste de reatividade biolégica “in vitro” para a avaliagdo de seguranca de materiais plasticos de uso
médico.

4. DEFINICOES

Para efeito deste POP, sdo adotadas as seguintes definicées:

4.1 — Amostra

Espécime do produto a ser testado ou um extrato preparado do mesmo.

4.2 — Controle Branco

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil REVISAO PAGINA
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Volume idéntico do mesmo meio extrator, porém sem a Amostra, tratado da mesma forma como o
meio de extragdo contendo o espécime a ser testado. Somente utilizado quando for realizado ensaio
com extratos de amostras de acordo com o item 7.3.

4.3 — Biocompatibilidade

Aceitacdo pelo organismo de material implantado ou em contato com o tecido vivo.

4.4 — Controle Celular

Cultura celular sem tratamento

4.5 — Controle Negativo

4.5.1 — Material Padrao de Referéncia USP biologicamente n&o reativo de acordo com as condi¢fes do
ensaio.

4.5.2 — Papel de filtro Whatman n.° 1.

4.6 — Controle Positivo

Latex para garrote biologicamente reativo de acordo com as condigBes do ensaio.

4.7 — Elastbmero

Polimero com propriedades fisicas parecidas com as da borracha.

4.8 — Plastico

Material polimérico de alto peso molecular que pode ser moldado por efeito de uma acéo exterior.
4.9 — Polimero

Composto organico de alto peso molecular, natural ou sintético constituido pela unido de moléculas
simples chamadas de monémeros. Alguns polimeros séo elastdbmeros e outros séo plasticos.

5. SIGLAS

S&o usadas no texto deste POP as seguintes siglas:
USP - Farmacopéia dos Estados Unidos da América (“United States Pharmacopeia”)
MEM - Meio de Cultura Essencial Minimo (“Minimum Essential Medium”)

PBS - Solucao salina tamponada de fosfato (“Phosphate Buffered Saline”)
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6. CONDICOES GERAIS
6.1 — Equipamentos e outros ltens

a) agitador magnético;

b) autoclave;

¢) balanca analitica;

d) banho-maria;

e) centrifuga;

f) bico de Bunsen;

g) camara de Neubauer;

h) caixa de isopor;

i) estufade CO;;

j) estufa de secagem;

k) fluxo laminar vertical;

[) forno;

m)frascos plasticos para cultura de células (25 cm? e 75 cm?) ou garrafas de vidro para cultura;

n) frascos criogénicos plasticos (1 mL e 2 mL);

0) microscopio invertido;

p) micropipetas de volume variavel (faixas 20 pL a 200 pL; 100 pL a 1000 pL; 0,5mL a 5 mL; 1mL a
10mL) com as respectivas ponteiras;

q) papel de aluminio;

r) papel de filtro Whatman n.° 1;

s) paquimetro ou régua milimetrada;

t) pincas cirargicas;

u) pipetador automatico;

V) pipetas Pasteur;

w) pipetas sorolégicas (1mL,5mL e 10 mL);

X) placas plésticas para cultura de células (3,5cm de diametro);

y) potenciémetro;

z) termémetro;

aa)tesoura;

bb)unidade de filtragéo (1000 mL);

cc)vidraria em geral (erlenmeyer, béquer e proveta).

6.2 — Insumos e solu¢des

a) células L929 (fibroblastos de camundongo);

b) solucéo tampé&o de fosfato PBS (ver 6.3.1);

c) solucédo de L-glutamina 200 mM (ver 6.3.2);

d) soro fetal bovino;

e) solucéo antibiética de Penicilina 10 # UlI/mL e Estreptomicina 10 # ug/mL (ver 6.3.3);
f) solucéo de tripsina 0,125% com EDTA 0,025% (ver 6.3.4);

g) MEM 1 x concentrado (ver 6.3.5);

h) MEM 2 x concentrado (ver 6.3.6);

i) MEM completo 1 x concentrado (ver 6.3.7);
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j) agar 1,8 % com 0,01% de vermelho neutro (ver 6.3.8);

k) meio de cobertura (ver 6.3.9);

[) solucédo de cloreto de sodio 0,9 % (ver 6.3.10);

m) meio de congelamento com dimetilsulféxido (ver 6.3.11);

n) meio de congelamento com glicerol (ver 6.3.12);

0) Controle Negativo: Padrdo de Referéncia USP e papel de filtro Whatman n.° 1;
p) Controle Positivo: latex para garrote.

6.3 — Preparacéo de solucdes

Registrar a preparacao das solu¢des no formulario do Anexo A do PU 3330.019 — Preparo de Solu¢des/
Reagentes do Laboratdrio de Toxicologia-DFT, e armazenar na pasta de preparo de solugdes.

6.3.1 — Solucédo PBS:

Cloreto de sodio (PM 58,44) 320¢g

Cloreto de potassio (PM 74,55) 0,89

Fosfato de sddio dibasico (PM 141,96) 460

Fosfato de potassio monobésico (PM 136,09) 0,8 g

Agua deionizada 40L

a) dissolver com agitagdo magnética,;

b) ajustar o pH a 7,3+£0,1 com acido cloridrico 1N ou hidréxido de sddio 1 N;

c) esterilizar por autoclavacdo a 121TC por 15 a 20 minutos no Setor de Esterilizagdo do
Departamento de Microbiologia.

6.3.2 — Solugao de L-glutamina (200 mM):

L - glutamina (PM146,15) - 2,92g
Agua deionizada - 100 mL

a) dissolver com agitacdo magnética;
b) esterilizar por filtragcdo (membrana de 0,22 pum.

Adicdo 1% v/v ao meio MEM 1 X concentrado.
6.3.3 — Solucéo antibiotica de Penicilina e Estreptomicina:
6.3.3.1 — Solucéo A - Penicilina G Potassica 2 x 10* Ul/mL.

Penicilina 5x 108 Ul
Agua deionizada estéril 250 mL

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil
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6.3.3.2 — Solugdo B - Sulfato de Estreptomicina 2 x 10 #ug/ mL.

Sulfato de estreptomicina 59
Agua deionizada estéril 250 mL

6.3.3.3 — Solucéo de Penicilina (10* UI/mL) e estreptomicina (10* ug/ mL).

Solucdo A 250mL
Solugcéo B 250mL

Adicdo 1% v/v ao meio MEM 1 X concentrado.
6.3.4 — Solucéo de tripsina 0,125% com EDTA 0,025%
6.3.4.1 — Solucéo A - Tripsina 0,25%

Tripsina (Difco 1:250) 1,25g
Solucao PBS 500 mL

a) dissolver com agitacdo magnética durante cerca de 1 hora a temperatura ambiente (20 °C a 30 °C);
b) filtrar com papel de filtro (Whatman n.° 1);
c) esterilizar por filtracdo (membrana de 0,22 um.

6.3.4.2 — Solucédo B - EDTA 0,05%

EDTA (Verseno) 0,259
Solucdo PBS 500mL

a) dissolver com agitagdo magnética,;
b) esterilizar por autoclavacdo a 121<C por 15 a 20 min no Setor de Esterilizagdo do Departamento
de Microbiologia.

6.3.4.3 — Solucdo de tripsina 0,125% com EDTA 0,025%

Solugdo A 500 mL
Solugdo B 500 mL

6.3.5 - MEM 1 X concentrado com sais de Earle - Sigma M 0268

De acordo com as instrucdes do fabricante, para cada 9,69 de p6 equivalente a 1 litro de meio :

a) adicionar 900 mL de &gua deionizada,;

b) dissolver empregando agitacdo magnética;

¢) adicionar 2,2 g de bicarbonato de sédio para cada litro de volume final do meio a ser obtido;
d) agitar até completa dissolu¢éo da mistura;
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e) ajustar o pH do meio na faixa de 7,4+0,1 usando &cido cloridrico 1N ou hidréxido de sodio 1N;

f) adicionar agua deionizada restante para completar o volume de 1litro;

g) esterilizar por filtracéo a vacuo (membrana de 0,22 um.

h) apos a filtragéo, retirar duas aliquotas do meio e transferir para frascos estéreis, para controle;

i) manter uma aliquota em estufa a 37 £1C, e a out ra a temperatura ambiente, durante 5 a 7 dias;

j) apoés esse periodo verificar se as aliquotas permanecem satisfatérias (limpidas, sem
contaminacgéo) e anotar esse dado junto ao registro de preparo do meio.

6.3.6 — MEM 2 X concentrado.
Para cada 19,2 g de pé:

a) adicionar 1000 mL de agua deionizada;

b) dissolver empregando agitacdo magnética;

c¢) adicionar solugdo de bicarbonato de sédio 2,8 % para ajustar o pH a 7,4+0,1,;
d) esterilizar por filtracéo a vacuo (membrana de 0,22 un;

e) adicionar soro fetal bovino 10% v/v ao meio MEM 2x concentrado.

Empregado na composi¢do do meio de cobertura das células.
6.3.7 — MEM completo 1 X concentrado.
MEM 1 X concentrado suplementado com:

a) Soro fetal bovino 5% viv
b) Sulfato de estreptomicina 100 pg/ mL
c¢) Penicilina G potassica 100 UI/ mL
d) L - glutamina 2 mM

Empregado como meio de manutencao das células.

Notas:

a) como meio de manutencao das células, o soro fetal bovino, no volume de cerca de 0,5 mL, devera
ser adicionado a garrafa de cultura a cerca de 9,5 mL de MEM 1X concentrado ja suplementado com os
antibioticos e glutamina para a suspensdo das células, ap6s o desprendimento das mesmas da
superficie da garrafa pela tripsina;

b) o mesmo procedimento descrito em a) devera ser realizado, quando houver troca de meio entre duas
passagens em garrafas de vidro e de plastico de 75 cm?, e no caso de garrafa plastica de 25 cm?,
também na troca de meio ap6s o descongelamento, o volume de cerca de 0,25 mL devera ser
adicionado a cerca de 4,75 mL de MEM 1X concentrado ja suplementado com os antibiéticos e
glutamina;

¢) na manutencdo das culturas celulares, antes da realizacdo do ensaio de citotoxicidade, para um
volume final de suspenséo de 10 mL (ver 6.5.4.3), para o subcultivo das culturas nas diluicdes 1:10 ou
1:2, antes da transferéncia de 1mL (diluicdo 1:10) ou 5mL (diluigdo 1:2) da suspenséo celular obtida as
novas garrafas adicionar 0,45 mL ou 0,25 mL de soro fetal bovino a cerca de 8,55 mL ou 4,75 mL,
respectivamente, de MEM 1X concentrado ja suplementado com os antibiéticos e glutamina;
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d) o MEM completo 1X concentrado, porém, sem soro fetal bovino podera ser utilizado na lavagem da
monocamada celular (ver 6.5.4.3).

6.3.8 — Agar 1,8% com 0,01% de vermelho neutro:
Agar Bacto Difco 3,60

Vermelho neutro 0,02g

Agua deionizada 200 mL

a) aquecer em fogo brando para fundir o &gar;

b) adicionar o vermelho neutro;

¢) homogeneizar com bastdo de vidro;

d) distribuir 50 mL por frasco de vidro &mbar;

e) esterilizar por autoclavagdo a 121 °C por 15 a 20 min. no Setor de Esterilizacdo do Departamento
de Microbiologia;

f) conservar em geladeira até o momento do uso.

Empregado na composicao do meio de cobertura das células.
6.3.9 — Meio de cobertura.

Para cada 100 mL:

Agar 1,8 % com 0,01% de vermelho neutro 50 mL

MEM 2 X concentrado 50 mL

a) aquecer em fogo para fundir o0 agar;

b) manter o agar e o meio em banho-mariaa 44 + 1 C;
c¢) adicionar volumes iguais de agar e de meio em quantidade suficiente para o numero de placas

preparadas e mantera 44+ 1 <C;
d) usar 1 mL de meio de cobertura para cada placa de 3,5 cm de didmetro;
6.3.10 — Solucao de cloreto de sodio 0,9%:

Cloreto de sodio (PM 58,44) 0,9 g
Agua deionizada 100 mL

Esterilizar por autoclavagéo a 121 °C por 15 a 20 min no Setor de Esterilizagdo do Departamento de
Microbiologia.

6.3.11 — Meio de congelamento com dimetilsuféxido (DMSO)

a) soro fetal bovino - 95% v/v;
b) DMSO - 5% v/v.

6.3.12 — Meio de congelamento com glicerol.
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MEM 1 X concentrado (ver 6.3.6 ) suplementado com:

a) soro fetal bovino - 20% vl/v;

b) glicerol - 10% vl/v;

¢) sulfato de estreptomicina - 100 ug / mL;
d) penicilina G potassica - 100 Ul / mL;

e) L - glutamina - 2 mM.

6.4 — Lavagem do Material.

6.4.1 - Lavar toda a vidraria e material cirirgico (tesouras e pingas) empregados na execucao do
ensaio.

6.4.2. No caso de vidraria, como erlenmeyers de borosilicato, a ser utilizada na preparacdo dos
extratos, quando for necessario, tratar com acido nitrico quente, em torno de 37<C, seguido por
prolongado enxdgue com &gua deionizada estéril. Em seguida, secar todo o material em estufa a
aproximadamente 50C de um dia para o outro. Esteri lizar a vidraria como indicado em 6.5.3.h

6.5 — Preparacéo e esterilizacdo do material

6.5.1 — Todos os materiais, solu¢des, vidraria, pingas, tesouras e plasticos utilizados nos ensaios de
toxicidade in vitro devem ser estéreis.

6.5.2 — Material necessério para a esterilizacao

a) papel pardo (Kraft);

b) barbante de algodao, sem cera;
c) papel de aluminio comum;

d) termdmetro (200 °C);

e) gaze;

f) algodao;

g) &lcool comercial;

h) cilindros de vidro para pipetas.

6.5.3 — Preparacdo do material para a esterilizagéo

a) selecionar a vidraria adequada (descartar a vidraria com dano);

b) colocar papel de aluminio no gargalo das garrafas, béquers, erlenmeyers, etc;

¢) embrulhar as pingas e tesouras com papel de aluminio;

d) colocar o papel Kraft sobre a folha dupla de aluminio;

e) amarrar firmemente com o barbante;

f) tamponar as pipetas com algod&o e colocé-las em cilindros de vidro com estopa de gaze;

g) cobrir a estopa com papel de aluminio, colocar por cima o papel Kraft e amarrar firmemente com o
barbante;
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h) esterilizar o material em autoclave por 121 °C por cerca de 30 minutos ou em forno Pasteur a 180 °C
por cerca de 2 horas, quando for o caso no Setor de Esterilizacdo do Departamento de
Microbiologia;

i) esterilizar o material cirargico com alcool a 70% e lampada U.V. por aproximadamente 30 minutos.

6.5.4 — Procedimentos com células L 929
6.5.4.1 — Consideracdes gerais

a) efetuar todas as operacdes com células, preparacdo e transferéncia de meios e solugbes em fluxo
laminar vertical empregando-se material estéril;

b) as condi¢fes gerais de uso da cabine de seguranca bioldgica e de trabalho do operador deveréo ser
realizadas de acordo com o estabelecido nos itens 5.1 e 5.2 constantes no POP 65.3300.008.

c) pipetar todas as solucdes e suspensfes contendo células com pipetador automatico;

d) aquecer os meios e solucbes em banho-maria a 37 = 1C antes do uso com as células;

e) descartar as solugdes em recipientes estéreis no interior de fluxo laminar.

6.5.4.2 — Manutencéao das células

a) manter as células L929 em MEM completo 1 X concentrado (ver 6.3.7) em estufa umidificada, a
37+ 1 Ccomb5 = 1% de CO; em ar, em garrafas de cultura de vidro ou de plastico com areas
superficiais de 25 cm? ou de 75 cm? deixando as tampas ligeiramente desenroscadas para permitir a
entrada de CO.

b) subcultivar as culturas através da técnica de tripsinizacao (ver 6.5.4.3), geralmente a cada 3 ou 7
dias de acordo com o grau de confluéncia celular;

C) preparar para cada subcultivo (passagem celular) pelo menos duas garrafas com a suspensao
celular;

d) observar as culturas celulares ao microscépio invertido pelo menos a cada dois dias durante a
semana;

€) entre uma passagem e outra, de acordo com a necessidade pode-se trocar todo o meio de cultura
na garrafa pelo novo MEM completo 1X concentrado (ver 6.3.7);

f) preparar garrafas com culturas celulares na razdo 1:2 ou 1:10 a partir de culturas previamente
estabelecidas (ver 6.5.4.3), 1 a 3 ou 4 a 7 dias, respectivamente, antes da realizacdo do ensaio;

g) realizar o registro de manutencé&o de culturas assim como de todo o material utilizado na Ficha de
Acompanhamento de Culturas Celulares (Anexo D) deste POP;

h) os dados a serem preenchidos na Ficha de Acompanhamento de Culturas Celulares sdo os
seguintes: data, numero de passagem, n° de garrafas, densidade celular: (%) de confluéncia,
aspectos morfolégicos celulares: Fibroblasto, Epitelial, Linfoblastica, Meio de Cultura/Lote,
Soro/Lote, Antibiético/Lote, Antibidtico/Lote, Glutamina/Lote, Tripsina com EDTA/Lote, PBS/Lote, N°
Garrafa/area, Diluicdo, Volume de Suspensao: (mL), Passagem atual, Materiais Utilizados (como
lotes de esterilizacdo de vidraria, pipetas, ponteiras, lotes de placas ou garrafas plasticas) e
observacdes adicionais em OBS.
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6.5.4.3 — Tripsiniza¢do das culturas celulares

a) apos retirar a garrafa com a cultura celular da estufa, em fluxo laminar, retirar o meio de cultura da
garrafa (desprezando o liquido em um frasco estéril);

b) lavar a monocamada celular, de acordo com a necessidade, uma, duas ou trés vezes, com 5 mL ou
10 mL de MEM completo 1X concentrado, porém sem soro fetal bovino (ver 6.3.7.d) ou de PBS (ver
6.3.1) sendo os volumes dependentes da area superficial da garrafa de cultura (plastica de 25 cm?
ou garrafa de vidro e de plastico de 75 cm?, respectivamente);

c) retirar o meio da garrafa ou o PBS (desprezando o liquido em um frasco estéril);

d) tratar as células com 1 mL ou 2 mL de solugcdo de tripsina com EDTA (ver 6.3.4) em garrafas
plasticas com 25 cm? e garrafa de vidro e de plastico com 75 cm? de area superficial,
respectivamente;

e) observar a monocamada celular ao microscopio invertido;

f) aguardar o arredondamento total das células. Para facilitar o efeito da tripsina, as células poderao
ser colocadas em estufa a aproximadamente 37<C;

g) retirar a solucao de tripsina (desprezando o liquido em um frasco estéril);

h) desprender as células da superficie apos leve batida na garrafa (visualizacdo no microscépio ou
pela turvacéo da solucéo);

i) apos o desprendimento das células adicionar a cada garrafa, com pipeta ou micropipeta, cerca de
0,5 mL de soro fetal a cerca de 9,5 mL de MEM 1X concentrado ja suplementado com antibiéticos e
glutamina (ver 6.3.7);

J) suspender as células da garrafa em cerca de 10mL de MEM completo (ver 6.3.7), lavando
suavemente com pipeta a superficie da monocamada celular cinco a dez vezes até se obter uma
suspensdo de células bem homogénea sem a presenca de grumos

k) para a manutencdo de células antes da realizacdo do ensaio de citotoxicidade, com a pipeta
transferir para outra garrafa, 1 mL ou 5 mL da suspenséo celular obtida a 9 mL ou 5mL de MEM
completo (ver 6.3.7.c), correspondendo, respectivamente as passagens 1:10 e 1:2;

[) para o ensaio de citotoxicidade, medir a concentracdo celular da suspensédo obtida em 6.5.4.3.],
empregando camara de Neubauer (ver 6.5.4.4) ajustando-a a aproximadamente 1X 10° células/mL
em MEM completo (ver 6.3.7).

6.5.4.4 — Contagem de células

a) fixar uma laminula na cadmara de Neubauer, que apresenta oito quadrados laterais, um quadrado
central, todos de 1 mm, e profundidade de 0,1 mm,;

b) transferir uma gota da suspensdo celular para um dos lados da cémara, evitando-se o
transbordamento e certificando-se de que todo o liquido se difundiu por capilaridade sob a laminula;

c) observar as células ao microscopio a um aumento de 20X ou 40X ;

d) contar todas as células dos quatro quadrados laterais;

e) excluir da contagem as células que se encontram nas linhas de baixo e da direita do perimetro de cada
guadrado, incluir, porém, as que se acham nas linhas de cima e da esquerda;

f) repetir todo o procedimento de homogeneizagdo para a dispersdo das células quando grumos
ocorrerem;

g) determinar a concentragdo celular por mL multiplicando-se pelo fator 10* o nimero médio de células
por quadrado;
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h) caso as células tenham sido diluidas ou concentradas antes da contagem, usar esses fatores para
calcular a concentracao de células na suspenséo original;

i) cada quadrado da camara, com sua laminula ajustada, representa um volume de 0,1 mm?® ou seja
10 cm?, e 1 cm® equivalente a 1 mL.

6.5.4.5 — Congelamento das células

a) preparar meio de congelamento com o agente crioprotetor dimetilsulfoxido - DMSO (ver 6.3.11) ou
com glicerol (ver 6.3.12);

b) tripsinizar a cultura celular (ver 6.5.4.3);

¢) medir a concentracdo da suspensao celular obtida, empregando camara de Neubauer (ver 6.5.4.4);

d) centrifugar a suspenséo a 1000 rpm durante cerca de 10 min;

e) retirar o sobrenadante (invertendo o frasco);

f) soltar o “pellet” do fundo do tubo de centrifugacéo através de leve batida na parede do tubo;

g) ressuspender as células no meio de congelamento (ver 6.3.11 ou 6.3.12) a uma concentragdo de
cerca de 1 x 108 de células/1 mL;

h) adicionar aliquotas de 1 mL ou de 1,8 mL em frascos criogénicos plasticos;

i) colocar os frascos em orificios no interior de caixa plastica contendo algodéo hidréfobo;

j) colocar a caixa em freezer a temperatura de cerca de — 70 °C durante no minimo 72 horas;

k) transferir os frascos para o reservatério de nitrogénio liquido para estocagem, no minimo 72
horas ap6s o congelamento.

6.5.4.6 — Descongelamento das células

a) localizar o criotubo a ser descongelado no caderno “Botijao Criobiologico”;

b) em fluxo laminar adicionar 5 mL de MEM completo (ver 6.3.7), porém com 10% de soro fetal
bovino a garrafa plastica de 25 cm? e manté-la em estufaa 37+ 1C e com 5+1 % de C O;

c) pelo menos 1h apds a colocacédo da garrafa em estufa, retira-la da estufa colocando-a em fluxo
laminar, antes da remocdo do criotubo do reservatério de nitrogénio liquido utilizando EPIs
adequados (protetor facial e luva);

d) para descongelar as células, colocar o frasco em banho-maria a 37 £ 1 € com constante agitacao
até o descongelamento da suspensao celular;

e) apos o descongelamento, fazer a assepsia do criotubo com gaze embebida em alcool 70% antes da
sua introducéo no fluxo laminar;

f) transferir o contetido do frasco com pipeta Pasteur para garrafa de cultura plastica de 25 cm? com 5
mL de MEM completo (ver 6.5.4.6.b)

g) homogeneizar suavemente com pipeta Pasteur;

h) incubar em estufa umidificada, a 37 £ 1 T com 5 *+ 1% de COy;

i) aproximadamente vinte e quatro horas ap6s o descongelamento, observar a cultura celular ao
microscopio invertido para verificar a adesao celular;

j) retirar o meio de cultura com DMSO e substitui-lo por 5 mL de MEM completo (ver 6.3.7.b); no caso
de glicerol como agente crioprotetor, retirar o meio de cultura aproximadamente quarenta e oito
horas apds o descongelamento substituindo-o por 5 mL de MEM completo (ver 6.3.7.b);

k) realizar pelo menos dois subcultivos apds o descongelamento antes do emprego em ensaios de
citotoxicidade;
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) realizar o registro do descongelamento das células na Ficha de Acompanhamento de Culturas
Celulares (Anexo D) deste POP;

m) os dados relativos ao descongelamento a serem preenchidos na Ficha de Acompanhamento de
Culturas Celulares sdo os seguintes: nimero de passagem, n° de ampolas descongeladas,
Linhagem, Origem, data do descongelamento, N°de ga rrafas subcultivadas, Meio de Cultura, Soro,
Antibiotico, Glutamina, Tripsina com EDTA, PBS, Materiais utilizados (como lotes de esterilizacdo de
vidraria, pipetas, ponteiras, lotes de placas ou garrafas plasticas) e observa¢cdes adicionais em OBS.

6.5.4.7 — Controle de CO; através da verificacdo do pH do meio de cultura

Para se manter o valor do pH do meio de cultura constante a um valor pré-estabelecido € necessério
ajustar a concentragdo de CO. na atmosfera interna da estufa. A concentragdo de CO. requerida
depende do valor de pH desejado e o conteldo de tampdao bicarbonato de sddio no meio de cultura
como mostrado na curva constante no Manual Técnico da estufa Heraeus EC — CO..
No caso do meio MEM com 2,2 g de bicarbonato de sdédio adicionado por litro de meio, para al
manutencdo do pH ideal de 7,4 £ 0,1 é necessario uma atmosfera de 5 + 1% de CO,. O valor do pH
medido através de um potenciémetro sera registrado no formulario no Anexo A.

Desta forma, a partir do conhecimento do tipo de meio de cultura, da quantidade de bicarbonato de
sodio adicionado por litro de meio e da medida do pH do meio de cultura poderemos obter o valor do
percentual de CO2 no interior da estufa.

7. CONDICOES ESPECIFICAS

7.1 — Principio do ensaio

A camada de agar protege as células do dano mecéanico durante a colocacdo da amostra e permite
difusédo de substancias quimicas que migram das amostras de polimeros.

7.2 — Preparacao da Amostra

7.2.1 — Empregar amostra com area de aproximadamente 0,25 cm? (0,5 cm x 0,5 cm) em placa com 3,5
cm de diametro.

7.2.2 — Usar discos de papel de filtro Whatman obtidos pela perfuragédo através de furadeira de papel,
embebidos com extratos obtidos da Amostra (ver 7.3).

7.3 — Preparacao de extratos.
7.3.1 — Subdivisado e lavagem do material.

7.3.1.1 - De acordo com a forma de apresentacdo do material plastico e sua espessura, utilizar a
guantidade de amostra, expressa em valores de area superficial total como indicada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Area Superficial Total
Formade Espessura Quantidade de Amostra/20mL de Solvente Subdividir
Apresentacao Area Superficial Total
em
Filme ou < 0,5 mm 120 cm? Tiras de 5 x 0,3 cm
Lamina
0,5mm a 1mm 60 cm? Tiras de 5x 0,3 cm
Tubo <0,5mm Comprimento ( cm ) = 120cm? / DI +|Segdes de 5x 0,3 cm
(parede) DE?
Sec¢bes de 5x 0,3 cm
0,5mm a 1mm Comprimento (cm ) = 60cm? DI +
(parede) DE?
Placa,
Tubo e >1lmm 60 cm? Sec¢bes de 5x0,3cm
Itens
Moldados
Elastomero >1mm 25 cm? N&o subdividir

1 DI Diametro Interno do Tubo (cm).
2DE Diametro Externo do Tubo (cm).

7.3.1.2 — Uma vez selecionada a area adequada, corti-la em tiras ou em sec¢cdes de 5 cm X
0,3 cm, com excec¢ao dos elastdbmeros que sado testados intactos.

a) no caso de tubos, o comprimento total da secéo a ser cortado € calculado levando-se em consideracao
além da area total das secdes, os valores de didmetro interno e externo do tubo;

b) usar 0,1g de elastdbmero ou 0,2 g de plastico ou de outros polimeros para cada 1 mL de solvente
extrator quando nao for possivel a determinacéo da area superficial da amostra.

7.3.1.3 — Lavar material plastico subdividido referente & Amostra ou Controle Negativo da seguinte
forma:

a) colocar o material em erlenmeyers de borosilicato de 125 mL com tampa esmerilhada;
b) adicionar 70 mL de 4gua deionizada estéril;

c) agitar por cerca de trinta segundos;

d) desprezar a 4gua,;

e) repetir uma vez a mesma operacéo de lavagem.
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7.3.2 — Procedimento de extracao

a) transferir o material previamente lavado para erlenmeyer de 125 mL rigorosamente limpo;

b) adicionar em seguida 20 mL de solucdo de cloreto de sédio 0,9 % estéril ou 20 mL de meio de

cultura (MEM) estéril sem ou com soro fetal bovino. O meio de cultura suplementado com o soro €

empregado quando a extragdo for realizada a 37T p or cerca de 24h;

c¢) fechar o frasco adequadamente com a tampa de vidro esmerilhada espacada por pequena tira de

papel de filtro. Cobrir com folha de aluminio;

d) empregar uma das seguintes condi¢cdes para extragdo, de acordo com a resisténcia térmica do
material:

« em autoclave a temperatura de 121 + 2 °C durante cerca de 1 hora;

« emforno a 70 + 2 T por aproximadamente 24 horas ou a 50 + 2 T por cerca de 72 horas;

e) a condicdo escolhida para o processo de extracdo ndo deve ocasionar derretimento ou fusdo dos
pedacos de plastico da Amostra-teste o que reduz a area superficial disponivel,

f) é toleravel no entanto, a ocorréncia de uma pequena adesao entre os pedacos de plastico;

g) testar da mesma forma 20 mL de solucdo de cloreto de sédio 0,9% ou de meio de cultura estéreis
sem a Amostra e usar como Branco;

h) resfriar os extratos obtidos a uma temperatura préxima a do meio ambiente (20 °C a 30 °C);

i) agitar vigorosamente por aproximadamente 10 minutos e transferir o extrato assepticamente para
recipientes secos e estéreis;

j) manter os extratos a temperatura ambiente até o0 momento do uso;

k) testar os extratos ho maximo 24 horas ap0s a sua obtencéo.

7.4 — Execucdo do ensaio
7.4.1 - Preparacgéo das culturas celulares

a) preparar uma suspenséo de células L-929 contendo cerca de 1 x 10° células por mL em meio MEM
completo (ver 6.5.4.3 e 6.5.4.4);

b) colocar 4 mL da suspensao celular obtida em cada orificio da placa plastica de cultura (3,5 cm de
diametro);

c) preparar culturas em duplicata para a Amostra, Controle Celular, Controle Negativo, Controles
Positivo e Branco, quando for o caso;

d) incubar as culturas em estufaa 37 £+ 1 Tcom 5 + 1% de CO; por pelo menos 24 horas.

7.4.2 — Aplicacdo da amostra

a) aproximadamente quarenta e oito horas apds o estabelecimento das culturas, utilizar para o ensaio
aguelas que apresentarem uma monocamada celular uniforme e proxima a confluéncia (confluéncia
superior a 80%);

b) aspirar com pipeta o meio de cultura das placas;

c¢) lavar com pipeta a monocamada de cada orificio da placa com 2 mL de solu¢do PBS (ver 6.3.2);

d) aspirar com pipeta a solugcdo PBS das placas;

e) adicionar por placa, 1 mL de meio de cobertura (ver 6.3.10), tendo-se o cuidado de ndo esgotar a
pipeta para nao formar bolhas;
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f) deixar o agar solidificar a temperatura ambiente (no maximo de 30C) por aproximadamente 10
minutos. A temperatura devera ser registrada no formulério de Registro de Temperatura Ambiental,
Anexo A do POP 65.3320.006 (Utilizacdo, Manutencdo e Limpeza de Equipamentos no
Departamento de Farmacologia e Toxicologia do INCQS);

g) colocar em contato com a superficie solidificada do agar, no centro de cada placa, com o auxilio de
uma pinga: a Amostra a ser testada ou os papéis de filtro embebidos nos extratos obtidos do
respectivo material e do Branco (ver 4.2); o Controle Negativo (ver 4.5) e o Controle Positivo (ver
4.6);

h) efetuar o procedimento acima (ver itens a ao g) em culturas em duplicata;

i) aguardar o total endurecimento do meio, tendo-se o cuidado de proteger as placas da luz com papel
de aluminio;

j) incubar as placas na posicédo invertida, embrulhadas em folha de papel de aluminio, por pelo menos
24 horas em estufa a 37 £ 1C, umidificada e com 5 = 1% de COy;

k) o ensaio tem que ser realizado no escuro, ou seja, protegido da luz;

I) preencher o Formulario do Anexo A com os dados metodoldgicos, de equipamentos e
instrumentos utilizados no ensaio.

7.4.3 — Avaliacdo da citotoxicidade
Vinte e quatro horas apés a aplicacdo da Amostra avaliar o grau de citotoxicidade:

a) observar microscopicamente a morfologia e a coloragéo das células sob e ao redor da Amostra-
teste dos Controles;

b) medir macroscopicamente a extensdo da area descorada (células mortas) a partir das extremidades
da amostra nos 4 diferentes quadrantes (ver Anexo B) com o auxilio do paquimetro ou régua
milimetrada registrando os valores nos formularios do Anexo B;

c) calcular o valor médio dos valores dos 4 diferentes quadrantes de acordo com planilha Excel no

Anexo C nomeada Planilha de Caélculos do Ensaio de Citotoxicidade In Vitro — Método de Difusdo em
Agar no endereco G:\LTOX\EnsaioToxicologico\Citotoxicidade_in vitro_Anexo C.xlIsx;

d) relacionar nos Formularios de Resultados (Anexo B), os valores médios obtidos para cada Amostra e
Controles com os limites especificados para os diferentes graus de citotoxicidade indicados na Tabela 2;

e) o grau de citotoxicidade é quantificado numa escala de 0 a 4 (ver Tabela 2);

f) o corante vital vermelho neutro adicionado ao meio de cobertura, é captado rapidamente pelas células
vivas, armazenado em lisossomos (ver Grasso et al., 1973) corando as células em vermelho;

g) durante o processo de necrose, as células coradas liberam o corante produzindo regies com
células mortas descoradas.

7.4.4 — Determinacédo da validade do ensaio

Testar a validade do ensaio a partir das respostas das células ao tratamento pelo Controle Negativo

(ver 4.5) e pelo Controle Positivo (ver 4.6).

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil REVISAO PAGINA

Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2290-0915

: . 16/ 34
www.incgs.fiocruz.br 13




~

4

COPIA NAO CONTROLADA

Ministério da Saude ﬁ%
FIOCRUZ

Fundacg&o Oswaldo Cruz INCQS
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e

TITULO: ENSAIO DE CITOTOXICIDADE IN VITRO-METODO DE
DIFUSAO EM AGAR NUMERO
65.3330.010

a) O Controle Negativo deve mostrar auséncia de reac¢do citotéxica (grau 0);
b) O Controle Positivo deve mostrar uma nitida reacao citotoxica (igual ou superior ao grau 3);
c) O Controle Branco (ver 4.2) deve mostrar auséncia de reacao citotoxica (grau 0).

Preenchidas as condi¢cdes acima, medir a resposta para a Amostra-teste e caso ndo seja confirmada a
validade do ensaio: repetir o teste.

7.4.5 — Interpretacdo dos Resultados

7 by

A amostra € considerada satisfatoria se nenhuma cultura exposta a Amostra-teste mostrar
citotoxicidade superior ao grau 2 (citotoxicidade branda).

Tabela 2 — Graus de Citotoxicidade

GRAU DESCRICAO DA ZONA DE CITOTOXICIDADE
CITOTOXICIDADE
0 Auséncia Auséncia de descoramento ao redor ou sob a amostra.
1 Leve Zona de descoramento limitada a area sob a amostra.
2 Branda Tamanho da zona de descoramento a partir da amostra menor que
0,45 cm.
3 Moderada Tamanho da zona de descoramento a partir da amostra

compreendido entre 0,45 cm a 1,0 cm.

4 Severa Tamanho da zona de descoramento a partir da amostra maior que
1,0cm
porém néo envolvendo a placa inteira.

8. GARANTIA DA QUALIDADE DOS RESULTADOS

8.1 - Todos os ensaios incluirdo um Controle Celular, Controle Negativo, Controle Positivo e Branco,
conforme o item 7.4.

8.2 — Para maximizar a viabilidade celular e reprodutibilidade, devera ser empregado o meio de cultura
suplementado conforme item 6.3.7, que corresponde ao meio de cultura final utilizado para o cultivo das
células sob as condi¢Bes de temperatura e de atmosfera gasosa estabelecidas em 6.5.4.2.

8.3 — Para garantir a qualidade e consisténcia nos ensaios com culturas celulares e obtencdo de
resultados reprodutiveis é essencial o emprego de soro fetal bovino inativado pelo calor, estéril, livre de

Av. Brasil, 4365 Manguinhos CEP 21040-900 Rio de Janeiro RJ Brasil REVISAO PAGINA

Tel (21) 3865-5151 Fax (21) 2290-0915 17/34
www.incgs.fiocruz.br 13




~

4

COPIA NAO CONTROLADA

Ministério da Saude ﬁ%
FIOCRUZ

Fundacg&o Oswaldo Cruz INCQS
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saud e

TITULO: ENSAIO DE CITOTOXICIDADE IN VITRO-METODO DE
DIFUSAO EM AGAR NUMERO
65.3330.010

micoplasmas testado em cultura de células de mamifero com grau de qualidade ou de purezal
certificado.

8.4 — Todos os registros referentes a manutencdo das culturas e de preparo de todas as solucdes
deverdo ser realizados em formularios apropriados como indicado nos itens 6.5.4.2 e 6.3.

8.5 - As culturas de células L-929 deverdo ser observadas ao microscopio invertido pelo menos a cada|
dois dias durante a semana, quanto a morfologia tipica fibroblastica e & densidade celular. O registro
devera ser realizado na Ficha de Acompanhamento de Culturas Celulares (Anexo D) deste POP.

8.6 — Antes da realizagdo do ensaio de citotoxicidade, as culturas deverdo ser subcultivadas através da
técnica de tripsinizacéo nas proporc¢des de 1:2 ou 1:10 conforme item 6.5.4.3, para reduzir a densidade
celular a um nivel adequado para o crescimento e divisdo celular.

8.7 - No caso de descongelamento de células (item 6.5.4.6) deverdo ser realizados pelo menos dois
subcultivos antes do seu emprego no ensaio de citotoxicidade. O registro do descongelamento das
células devera ser realizado na Ficha de Acompanhamento de Culturas Celulares (Anexo D) deste
POP.

8.8 — Deverao ser empregadas no ensaio de citotoxicidade culturas com monocamada celular uniforme
proxima a confluéncia (confluéncia superior a 80%) de acordo com o item 7.4.2. A reprodutibilidade do
ensaio depende da obtencdo de densidade de cultura celular uniforme.

8.9 - A andlise estatistica realizada com os resultados dos controles positivos utilizados desde 1987 até
os dias atuais estdo na planilha grafica Excel nomeada como citotoxicidade controle no endereco rede
G:\LTOX\EnsaioToxicolégico\Citotoxicidade-controle.xls.
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10. ALTERACOES COM RELACAO A REVISAO ANTERIOR
N°DO CAPITULO SINTESE DA MUDANCA
SUMARIO INCLUSAO DE NOVO ANEXO D: "FICHA DE ACOMPANHAMENTO DE
CULTURAS CELULARES

5 Incluses em USP ap6s Farmacopéia dos Estados Unidos da América:
(“United States Pharmacopeia”); em MEM apés Meio de Cultura
Essencial Minimo: (“Minimum Essential Medium”) e em PBS apdés
Solucéo salina tamponada de fosfato: (“Phosphate Buffered Saline”)

6.1.m Alterac@o de: frasco de cultura de plastico para: frascos plasticos para
cultura de células (25 cm? e 75 cm?) ou garrafas de vidro para cultura.

6.1 Inclusdo de novo item p: micropipetas de volume variavel (faixas 20 pL a
200 pL; 100 pL a 1000 pL; 0,5mL a 5 mL; ImL a 10mL) com as respectivas
ponteiras;

6.1.x Alteracdo de: placas plasticas (3,5 cm de didmetro) para: placas plasticas
para cultura de células (3,5 cm de didmetro).

6.2.b Exclusdo de item b): solugdo de acido cromico (ver 6.3.1). Com esta
exclusédo, houve renumeracéo dos itens subsequentes

6.3 Exclusédo do item 6.3.1: solucdo de acido crémico.Com esta excluséo,
houve a reordenacdo dos itens subsequentes. Ao final do item 6.3
excluséo de: “O registro de preparo das solugdes / reagentes devera ser
realizada no formulério do Anexo A do PU 3330.019 do Laboratorio de
Toxicologia/DFT".
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6.3.6.h Apbs controle, exclusdo de: de acordo com o descrito nos sub itens i, j,
k de 5.6.1 do POP n®%5.3330.016 referente ao ensai o “in vitro” de efeito
“clustering” em células CHO.;

6.3.6.ie 6.3.6.] Inclusdo de dois novos itens: i) manter uma aliquota em estufa a 37
+1TC, e a outra a temperatura ambiente, durante 5 a 7 dias; j) ap0s esse
periodo verificar se as aliquotas permanecem satisfatorias (limpidas,
sem contaminac¢do) e anotar esse dado junto ao registro de preparo do
meio.

6.3.8 Ao final do item Inclusdo de Notas.com itens a),b),c), d). Notas:

a)como meio de manutenc¢do das células, o soro fetal bovino, no volume de
cerca de 0,5 mL, devera ser adicionado a garrafa de cultura a cerca de 9,5
mL de MEM 1X concentrado jA suplementado com os antibidticos e
glutamina para a suspensdo das células, apdés o desprendimento das
mesmas da superficie da garrafa pela tripsina;

b) o mesmo procedimento descrito em a) deverd ser realizado, quando
houver troca de meio entre duas passagens em garrafas de vidro e de
plastico de 75 cm?, e no caso de garrafa plastica de 25 cm?, também na
troca de meio apds o descongelamento, o volume de cerca de 0,25 mL
devera ser adicionado a cerca de 4,75 mL de MEM 1X concentrado ja
suplementado com os antibitticos e glutamina;

¢) na manutencdo das culturas celulares, antes da realizacdo do ensaio de
citotoxicidade, para um volume final de suspenséo de 10 mL (ver 6.5.4.3),
para o subcultivo das culturas nas diluigbes 1:10 ou 1:2, antes da
transferéncia de 1mL (diluicdo 1:10) ou 5mL (diluicdo 1:2) da suspensao
celular obtida as novas garrafas adicionar 0,45 mL ou 0,25 mL de soro fetal
bovino a cerca de 8,55 mL ou 4,75 mL, respectivamente, de MEM 1X
concentrado j& suplementado com os antibiéticos e glutamina;

d) o MEM completo 1X concentrado, porém, sem soro fetal bovino

poderd ser utilizado na lavagem da monocamada celular (ver 6.5.4.3).

6.3 Ao final do item 6.3 — Preparacéo de solugfes, apos Anexo A, alteracao
de: do PU 3330.019 do Laboratério de Toxicologia/DFT para: (Preparo
de Solucbes/Reagentes-DFT) do PU 3330.019 (Preparo de
Solugdes/Reagentes do Laboratorio de Toxicologia-DFT).

6.4.2 Alteracdo de: “Quando for necessario, tratar a vidraria com solucdo de
limpeza de &cido crédmico (ver 6.3.1) seguido por prolongado enxague com
agua corrente e agua destilada. Em seguida, secar todo o material em
estufa a aproximadamente 50C de um dia para o outr 0” para: “No caso de
vidraria, como erlenmeyers de borosilicato, a ser utilizada na preparacéo
dos extratos, quando for necessario, tratar com acido nitrico quente, em
torno de 37<C, seguido por prolongado enxague com &gua deionizada
estéril. Em seguida, secar todo o material em estufa a aproximadamente
50C de um dia para o outro. Esterilizar a vidraria como indicado em
6.5.3.h.”
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6.5.4.1 Apbs item a) incluir como item b): “as condi¢des gerais de uso da cabine de
seguranca biolégica e de trabalho do operador deveréo ser realizadas de
acordo com o estabelecido nos itens 5.1 e 5.2 constantes no POP
65.3300.008"; Consequentemente, os atuais itens b,c,d passaréo a ser
c,d,e.

6.5.4.2 Organizacdo do item em sub-itens a) a g). A primeira frase passara a
ser item a) com a seguinte incluséo de texto apds “75 cm?”: “deixando
as tampas ligeiramente desenroscadas para permitir a entrada de COy;”
e alteracdo de: “(ver 6.3.8) para: (ver 6.3.7);

Na 3?2 linha, apos a primeira frase, exclusdo de: “A frequéncia de
subcultivos das culturas, os procedimentos para o estabelecimento das
diluicbes da suspensdao celular apos tripsinizacéo, de trocas de meio e o
numero de garrafas por subcultivo dever&o ser realizados de acordo
com o descrito, respectivamente nos itens 6.2.4.1.a, 6.2.4.1.h e nos
itens a, b, c em Notas do POP n%5.3330.016 referente ao ensaio “in
vitro” de efeito “clustering” em células CHO”

Inclusdo dos novos itens b a f: b) subcultivar as culturas através da
técnica de tripsinizacdo (ver 6.5.4.3), a cada 3 ou 7 dias de acordo com
o grau de confluéncia celular;

c) preparar para cada subcultivo (passagem celular) pelo menos duas
garrafas com a suspenséo celular;

d) observar as culturas celulares ao microscépio invertido pelo menos a
cada dois dias durante a semana;

e) entre uma passagem e outra, de acordo com a necessidade pode-se
trocar todo o meio de cultura na garrafa pelo novo MEM completo 1X
concentrado (ver 6.3.7);

f) preparar garrafas com culturas celulares na razdo 1:2 ou 1:10 a partir
de culturas previamente estabelecidas (ver 6.5.4.3), 1 a 3 ou 4 a 7 dias,
respectivamente, antes da realizacdo do ensaio;

Todo o conteudo da 3° frase do item 6.5.4.2, na 72 linha, passara a
compor 0s sub-itens g) e h) com a seguinte redagédo: g) realizar o
registro de manutencdo de culturas assim como de todo o material
utilizado na Ficha de Acompanhamento de Culturas Celulares (Anexo D)
deste POP;

h)os dados a serem preenchidos na Ficha de Acompanhamento de
Culturas Celulares séo os seguintes: data, nimero de passagem, n°de
garrafas, densidade celular: (%) de confluéncia, aspectos morfolégicos
celulares: Fibroblasto, Epitelial, Linfoblastica, Meio de Cultura/Lote,
Soro/Lote, Antibidtico/Lote, Antibidtico/Lote, Glutamina/Lote, Tripsina
com EDTA/Lote, PBS/Lote, N° Garrafa/area, Diluicdo, Volume de
Suspensao: (mL), Passagem atual, Materiais Utilizados (como lotes de
esterilizacdo de vidraria, pipetas, ponteiras, lotes de placas ou garrafas
plasticas) e observacfes adicionais em OBS.

6.5.4.3.a Alteracdo de: “retirar 0 meio de cultura da garrafa (desprezando o liquido
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em um frasco estéril)” para: “apdés retirar a garrafa com a cultura celular da
estufa, em fluxo laminar, retirar o meio de cultura da garrafa (desprezando
o liquido em um frasco estéril);”.

6.5.4.3.b Alteracdo de: “lavar a monocamada celular uma vez com 5 mL ou 10 mL
de meio MEM 1X concentrado sem soro fetal bovino dependendo da area
superficial da garrafa de cultura (25 cm? ou 75 cm?)” para: “lavar a
monocamada celular, de acordo com a necessidade, uma, duas ou trés
vezes, com 5 mL ou 10 mL de MEM completo 1X concentrado, porém sem
soro fetal bovino (ver 6.3.7) ou de PBS (ver 6.3.1) sendo os volumes
dependentes da area superficial da garrafa de cultura (plastica de 25 cm?
ou garrafa de vidro e de plastico de 75 cm?, respectivamente);

6.5.4.3.c Apbs “garrafa” Inclusdo de: “ou o PBS”

6.5.4.3.d Alteracéo de: “tratar as células com 2 mL ou 4 mL de solugdo de tripsina
com EDTA (ver 6.3.5) em garrafas com 25 cm? e com 75 cm? de area
superficial, respectivamente; " para: “tratar as células com 1 mL ou 2 mL
de solucao de tripsina com EDTA (ver 6.3.4) em garrafas plasticas com 25
cm? e garrafa de vidro ou de plastico com 75 cm? de &rea superficial,
respectivamente;”

6.5.4.3.f ApOGs a primeira frase, inclusdo de: “Para facilitar o efeito da tripsina, as
células poderao ser colocadas em estufa a aproximadamente 37<C.

6.5.4.3.i
Alteracé@o de: “ap0s o desprendimento adicionar com pipeta, cerca de 10
mL de MEM completo (ver 6.3.8) as garrafas” para: apos o desprendimento
das células adicionar a cada garrafa, com pipeta ou micropipeta, cerca de
0,5 mL de soro fetal bovino a cerca de 9,5 mL de MEM 1X concentrado ja
suplementado com antibiéticos e glutamina (ver 6.3.7);

6.5.4.3.j Apbs “garrafa” inclusdo de: “cerca de 10mL de MEM completo (ver 6.3.7) ",
6.5.4.3.k Substituicdo do item atual k): “medir a concentracédo celular da suspensdo
obtida, empregando camara de Neubauer (ver 6.5.4.4) ” por: “para a
manutengdo de células antes da realizagdo do ensaio de citotoxicidade,
com a pipeta transferir para outra garrafa, 1 mL ou 5 mL da suspensao
celular obtida a 9 mL ou 5mL de MEM completo (ver 6.3.7.c),
correspondendo, respectivamente as passagens 1:10 e 1:2;”

6.5.4.3 Alteracdo de: “para o ensaio de citotoxicidade, ajustar a concentracdo
da suspensdo celular para 1 X 10° células/1 mL empregando MEM
completo (ver 6.3.8) ” para item novo [): “ para o ensaio de citotoxicidade,
medir a concentracdo celular da suspensdo obtida em 6.5.4.3,
empregando camara de Neubauer (ver 6.5.4.4) ajustando-a a
aproximadamente 1X 10° células/mL em MEM completo (ver 6.3.7)".
6.5.4.4.9 Exclusdo do item: considerar como numero ideal para a contagem, um
minimo de 40 e um maximo de 200 células observadas nos 4 quadrados
(10 a 50 células por quadrado);
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6.5.4.4,j Exclusédo do item: células em concentraces na faixa de 5 x 1041 mL a 1 x
10%/1 mL podem ser contadas diretamente sem diluigdo ou concentracéo.
Se a concentragéo celular, porém for maior do que 1 x 10° /1 mL, diluir a
suspensdo na proporcéo de 1 para 5 ou de 1 para 10 com MEM ou com
PBS (ver 6.3.8 e 6.3.2) para facilitar a contagem e produzir resultados mais
precisos; Com a excluséo dos itens g e |, ocorreu a reordenacéo dos itens,
ficando como ultimo item,o item i correspondendo ao item k da 12°revisao.
6.5.4.5.a Alteracao de “(ver 6.3.12) ou com glicerol (ver 6.3.13)" para: “(ver 6.3.11)
ou com glicerol (ver 6.3.12)".

6.5.4.5.9 Alteracdo de: “(ver 6.3.12 ou 6.3.13)" para: “(ver 6.3.11 ou 6.3.12)".

6.5.4.5, Alteracdo de: “colocar a caixa em freezer a —20C;” para: “colocar a
caixa em freezer a temperatura de cerca de — 70 °C durante no minimo
72 horas;”

6.5.4.5.k Exclusdo de: cerca de vinte e quatro horas apds o congelamento,
transferir a caixa para o freezer a — 70 °C e manter por mais 24 horas
de acordo com o descrito nos itens 6.2.4.2. a-c do POP n°65.3430.032
referente a Criopreservacdo de Linhagens de Células Animais;

transferir os frascos para o reservatorio de nitrogénio liquido para
estocagem.

6.5.4.5.1 ApGs ‘“estocagem” inclusdo de: no minimo 72 horas apdés o
congelamento.” Com a exclusao do item k, o item | passou a ser item k.
6.5.4.6 Excluséo de: “O descongelamento das células a partir dos reservatérios

de nitrogénio liquido, devera ser realizado de acordo com o descrito nos
itens 6.1.1 e 6.1.2 do POP n°65.3330.016 referente ao ensaio “in vitro”
de efeito “clustering” em células CHO".

6.5.4.6.a Substituicdo do item “a) remover o frasco do reservatério de nitrogénio
liquido” por: “localizar o criotubo a ser descongelado no caderno “Botijao
Criobiolégico”;

6.5.4.6.b [) Alteracdo de: “para descongelar as células, colocar o frasco em
banho-maria a 37 £ 1 T com constante agitagdo até o
descongelamento da suspensdo celular;” para: “em fluxo laminar
adicionar 5 mL de MEM completo (ver 6.3.7), porém com 10% de soro
fetal bovino a garrafa plastica de 25 cm? e manté-la em estufa a 37+
1C e com 51 % de CO »;

6.5.4.6.c Alteracdo de:” transferir o conteddo do frasco com pipeta Pasteur para
garrafa de cultura plastica de 25 cm? com 5 mL de MEM completo (ver
6.3.8);" para: “pelo menos 1h apo6s a colocacdo da garrafa em estufa,
retira-la da estufa colocando-a em fluxo laminar, antes da remocdo do
criotubo do reservatorio de nitrogénio liquido utilizando EPIs adequados
(protetor facial e luva);”

6.5.4.6.d Alteracdo de: “homogeneizar suavemente com pipeta Pasteur” para: “para
descongelar as células, colocar o frasco em banho-maria a 37 £ 1 T com
constante agitacdo até o descongelamento da suspensao celular;”
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6.5.4.6.e Alteracdo de: “incubar em estufa umidificada, a 37 £ 1 T com 5 = 1% de
CO;” para: “ap6s o descongelamento, fazer a assepsia do criotubo

Icom_ gaze embebida em alcool 70% antes da sua introducdo no fluxo
aminar;”

6.5.4.6.f Alteracdo de: “aproximadamente vinte e quatro horas apdés o
descongelamento, retirar o meio de cultura com DMSO e substitui-lo por 5
mL de MEM completo; no caso de glicerol como agente crioprotetor, retirar
0 meio de cultura aproximadamente quarenta e oito horas apos o
descongelamento substituindo-o por 5 mL de MEM completo (ver 6.3.8); “
para: “transferir o contetdo do frasco com pipeta Pasteur para garrafa de
cultura plastica de 25 cm? com 5 mL de MEM completo (ver 6.5.4.6.b)
6.5.4.6.9 Alteracdo de: ‘’realizar pelo menos dois subcultivos apoés o
descongelamento antes do emprego em ensaios de citotoxicidade” para:”
homogeneizar suavemente com pipeta Pasteur;”

6.5.4.6.e O atual item e):"incubar em estufa umidificada, a 37 + 1 € com 5 * 1% de
COy;” passa a ser 0 novo item h.

6.5.4.6.i Inclusdo de novo item i:“aproximadamente vinte e quatro horas apds o
descongelamento, observar a cultura celular ao microscoépio invertido para
verificar a adeséo celular;

6.5.4.6 Inclusdo de novo item j): “retirar o meio de cultura com DMSO e substitui-lo
por 5 mL de MEM completo (ver 6.3.7.b); no caso de glicerol como agente
crioprotetor, retirar o meio de cultura aproximadamente quarenta e oito
horas apds o descongelamento substituindo-o por 5 mL de MEM completo
(ver 6.3.7.b)"

6.5.4.6.9
Inclusdo de novo item Kk):“realizar pelo menos dois subcultivos ap6s o
descongelamento antes do emprego em ensaios de citotoxicidade.” (atual
item g na reviséo 12)

6.5.4.6 Inclusdo de novo item I): “realizar o registro do descongelamento das
células na Ficha de Acompanhamento de Culturas Celulares (Anexo D)
deste POP; “

Inclusdo de novo item m): “os dados relativos ao descongelamento a
serem preenchidos na Ficha de Acompanhamento de

Culturas Celulares sdo o0s seguintes: numero de passagem, n° de
ampolas descongeladas, Linhagem, Origem, data do descongelamento,
N° de garrafas subcultivadas, Meio de Cultura, Soro, Antibidtico,
Glutamina, Tripsina com EDTA, PBS, Materiais utilizados (como lotes de
esterilizacdo de vidraria, pipetas, ponteiras, lotes de placas ou garrafas
plasticas) e observacdes adicionais em OBS.”
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7.4.1.a d) Alteracdo de: “preparar uma suspensao celular (fazendo uma contagem

na camara de Neubauer) contendo 1 x 10° a 1,5 x 10° células por mL em
meio MEM completo (ver 6.3.8);” para: “preparar uma suspensdo de
células L-929 contendo cerca de 1 x 10° células por mL em meio MEM
completo (ver 6.5.4.3 € 6.5.4.4);"

74.1b Apos “placa” inclusdo de: “plastica de cultura (3,5 cm de didmetro);”

7.4.2f Colocacéo da palavra “aproximadamente” no mesmo padrdo de cor do
texto.

7.4.3.c Apbs “Excel” alteracdo de: "nomeada Citotoxicidade _in vitro_Anexo C no

endereco G:\LTOX\EnsaioToxicolégico\Citotoxicidade;” para: “no Anexo C
nomeada Planilha de Calculos do Ensaio de Citotoxicidade In Vitro —
Método de Difuséo em Agar no endereco
G:\LTOX\EnsaioToxicoldégico\Citotoxicidade_in vitro_ Anexo C.xIsx.

Tabela 2 Na descri¢cao da zona de citotoxicidade para o grau 2, altera¢do de “0,5 cm”
para: “0,45 cm”; para o grau 3, alteracdo de “0,5 cm a 1,0 cm” para: "0,45
cmal0Ocm”.
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Inclusdo de 7 novos itens numerados de 8.2 a 8.8

O item 8.2 (12° revisdo) passa a ser 8.9. Desta forma o item 8.2 na 13°
revisdo ficou com a seguinte redacdo: “8.2-Para maximizar a viabilidade
celular e reprodutibilidade, devera ser empregado o meio de cultura
suplementado conforme item 6.3.7, que corresponde ao meio de cultura
final utilizado para o cultivo das células sob as condi¢cdes de temperatura e
de atmosfera gasosa estabelecidas em 6.5.4.2.”

8.3 — Para garantir a qualidade e consisténcia nos ensaios com culturas
celulares e obtencao de resultados reprodutiveis € essencial 0 emprego de
soro fetal bovino inativado pelo calor, estéril, livre de micoplasmas testado
em cultura de células de mamifero com grau de qualidade ou de pureza
certificado.

8.4 — Todos os registros referentes a manutencéo das culturas e de preparo
de todas as solucdes deverdo ser realizados em formularios apropriados
como indicado nos itens 6.5.4.2 e 6.3.

8.5 - As culturas de células L-929 deveréo ser observadas ao microscopio
invertido pelo menos a cada dois dias durante a semana, quanto a
morfologia tipica fibroblastica e a densidade celular. O registro devera ser
realizado na Ficha de Acompanhamento de Culturas Celulares (Anexo D)
deste POP.

8.6 — Antes da realizagdo do ensaio de citotoxicidade, as culturas deverdo
ser subcultivadas através da técnica de tripsinizacéo nas proporcoes de 1:2
ou 1:10 conforme item 6.5.4.3, para reduzir a densidade celular a um nivel
adequado para o crescimento e divisdo celular.

8.7 - No caso de descongelamento de células (item 6.5.4.6) deverdo ser
realizados pelo menos dois subcultivos antes do seu emprego no ensaio de
citotoxicidade. O registro do descongelamento das células devera ser
realizado na Ficha de Acompanhamento de Culturas Celulares (Anexo D)
deste POP.

8.8 — Deverdo ser empregadas no ensaio de citotoxicidade culturas com
monocamada celular uniforme préxima a confluéncia (confluéncia superior
a 80%) de acordo com o item 7.4.2. A reprodutibilidade do ensaio depende
da obtencdo de densidade de cultura celular uniforme.

« O item 8.2 (12° revisdo) passa a ser. “8.9- A analise estatistica
realizada com os resultados dos controles positivos utilizados desde
1987 até os dias atuais estdo na planilha grafica Excel nomeada
como citotoxicidade controle no endereco rede
\LTOX\EnsaioToxicoldgico\Citotoxicidade-controle.xls”
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Anexos Anexo A: Alteracdo no rodapé de: “POP 65.3330.010-Anexo A - f.01 —

Rev.12 Classificagdo:542” para: “‘POP 65.3330.010 - Anexo A — Rev.13
Classificac@o:542".

Anexo B fl.1: Alteracéo no rodapé de: “POP 65.3330.010-Anexo B - Rev.12
Classificagdo:542" para: “POP 65.3330.010 - Anexo B - fl.1-Rev.13
Classificagdo:542".

Anexo B fl.2: Alteracao do titulo de: “ENSAIO DE CITOTOXICIDADE “IN
VITRO” METODO DE DIFUSAO EM AGAR” para: “RESULTADOS DO

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE “IN VITRO” METODO DE DIFUSAO EM
AGAR”. No rodapé alteracao de: “POP 65.3330.010-Anexo A - fl.2 — Rev.12
Classificagéo:542" para: ““POP 65.3330.010-Anexo B - fl.2 — Rev.13
Classificagcéo:542.

ANEXO C: Inclus&o de titulo: “PLANILHA DE CALCULOS DO ENSAIO DE
CITOTOXICIDADE “IN VITRO” METODO DE DIFUSAO EM AGAR”. No
rodapeé, alteracdo de: “POP 65.3330.010-Anexo A Classificagdo:542" para:
“POP 65.3330.010-Anexo C-Rev.13 Classificacdo:542".

Inclusdo de novo Anexo D: “Ficha de Acompanhamento de Culturas
Celulares”

11.AVALIACAO DA BIBLIOGRAFIA
Bibliografia avaliada e atualizada.

Atualizacao de: “AMERICAN Society for Testing and Materials 1916. Standard test method
for agar diffusion cell culture screening for cytotoxicity. ASTM Designation F 895-84.
Philadelphia PA 19103.” para: “AMERICAN Society for Testing and Materials 2006. Standard
test method for agar diffusion cell culture screening for cytotoxicity. ASTM Designation F
895-84. Philadelphia PA 19103.

Exclusdo das seguintes publicacdes: ENSAIO In Vitro de Efeito “Clustering” em Células
CHO. In: MANUAL da Qualidade, Rio de Janeiro: INCQS/FIOCRUZ. Secédo 4.3
(65.3330.016); CRIOPRESERVACAO de Linhagens de Células Animais. In: MANUAL da
Qualidade, Rio de Janeiro: INCQS/FIOCRUZ. Secdo 4.3 (65.3430.032); DESCARTE de
Residuos Quimico — Toxico e/ou perigoso. In: MANUAL da Qualidade. Rio de Janeiro:
INCQS/FIOCRUZ. (65.1120.079).

Atualizacdo de “THE UNITED States Pharmacopeia. 35 ed. National Formulary 30. Rockville: U.S.
Pharmacopeial, 2012. [87] Biological Reactivity Tests, In Vitro: Agar Diffusion Test. United States
Pharmacopeial Convention. PENDRIVE. Integrated through First Supplement” para: “THE UNITED
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States Pharmacopeia. 37 ed. National Formulary 32. Rockville: U.S. Pharmacopeial, 2014. [87]
Biological Reactivity Tests, In Vitro: Agar Diffusion Test. United States Pharmacopeial Convention.
Incluséo de: UTILIZACAO, Controle e Manutengéo das Cabines de Seguranga Biolégica do DFT. In:

MANUAL da Qualidade. Rio de Janeiro: INCQS/FIOCRUZ. (65.3300.008).

/IANEXO A
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ANEXO A

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE “IN VITRO” - METODO DE DIFUSAO EM AGAR

Minksidnio da Sajds
Fioeauz S
Fundagho Oswaldo Cruz

nctfuts Haolonal de Controls de Gualidads sm Smics INCOS

ENZAIO DE CITOTOXICIDADE “IN VITRO™
METODO DE DIFUEAD EM AGAR
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ANEXO B

RESULTADOS DO ENSAIO DE CITOTOXICIDADE “IN VITRO” — METODO DE DIFUSAO EM AGAR

()

Ministéric da Salde

FIOCRUZ
Fundacéo Cswald

o Cruz

=5

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude INCQS
RESULTADOS DO ENSAIO DE CITOTOXICIDADE “IN VITRO”
METODO DE DIFUSAC EM AGAR
Analista:
Inicio: Término:
Amostras:
LEITURA DAS PLACAS
Amostra:
Q* (mm): TeQ*(mm):
0 (mm): ZQ*(mm): MG***(cm):
[T, 3oy* . i T 3oy* . Resultado:
Qrificie: 1 Q*(mm): COrificio: 4 Q*(mm}: Satisratorio( )
4eQ*(mm): 4°Q*(mmy): Inssgif:tti?r(m; )
M**(em): M*(em):
Amostra:
1eQ* (mmy): TeQ*(mm):
#Q (mm): ZQ (mm): MG***(cm):
T TINPa. oy . TSR, Bory* . Resultado:
Orificio: 2 Q* (mm): Orificio: 5 Q*(mm}): Satistatorio ()
#eQ* (mm): “oQ*(mm): I"sgte'f:tti?r(m{ )
M** (cm): M**(cm):
Amostra:
1eQ* (mm): TeQ*(mm):
MG***{cm):
25Q* (mm): 2Q* (mm):
Resultado:
Orificie: 3 | %°Q* (mm): Orificio: 6 | 2°Q* (mm): Satisfatério { )
Insatisfatério { )
4°Q* (mmy): 4°Q* (mm): Repetir ()
M (cm): M*(em):
*Quadrante **Média #=*Média Geral

DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS NA PLACA

! ]

O

z m| 3 m|

O

POP 65.3330.010 — Anexo B—fl.1- Rev. 13
CLASSIFIGAGAQ: 542

/ANEXO B - Cont.
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ANEXO B — Cont.

RESULTADOS DO ENSAIO DE CITOTOXICIDADE “IN VITRO” - METODO DE DIFUSAO EM AGAR

()

Ministério da Salde

FIOCRUZ

Fundacéo Oswaldo Cruz

>5

Institute Nacional de Contrele de Qualidade em Saude |N9QS
RESULTADOS DO ENSAIO DE CITOTOXICIDADE “IN VITRO”
METODO DE DIFUSAO EM AGAR
Contrele: - Controle das Células (Cels):
eQ*(mmy}: TeQ*(mm):
2@ (mm): 2Q* (mm): MG***(crm):
Orificio: 1 | #=Q* (mm): Orificio: 4 | 3°Q* (mm): Resultado:
Satisfatério { )
4°Q* (mmj): 4°QQ* (mm): Insatisfatério { )
Repetir {( )
M**(cm): M**{cm):
Controle: - Controle Negativo (C):
1o (mmy): e Q*(mmy):
2Q (mm): & QF (mm): MG ( (cm):
ET A 3oy* . I TNy, 3oy* . R Itado:
Orificio: 2 Q* (mm}: Orificio: & Q* (mmj: Saﬁ:%“mﬁ?o( )
4eQ* (mmy): 4oQ* (mmy): I”S;te'?:tti?r(m)( )
M (em): M (cm}:
Contrele: - Controle Positive (C1):
°Q* (mm): e Q*(mm):
Q@ (mm): 20 (mm): MG***(cm):
Orificio: 3 | #Q* (mm): Orificio: 6 | 3°Q* (mm): Resultada:
Sall_sfatorl_o( )
4°Q* (mmy): 4°Q* (mmy): InsaFt{les:)aett?rn(D () )
M (cm): M**(cm}):
Contrele: - Gontrole Brance (C):
1°Q* (mmy): TeQ*(mm):
20 (mm): 20 (mmy): MG™(cm):
[P, 3oy* . T 3oy* . R Itado:
Orificio: Q* (mm}: Orificio: Q* (mmj: Saﬁ:%“mﬁ?o( )
4eQ* (mmy): 4oQ* (mmy): I”sagjs;%rr"z( )
M (cm): M**(cm):
#*Quadrante = Média #**Nédia Geral
POP 66.3330.010 — Anexo B — fl.2 — Rev. 13
CLASSIFICACAD: 542
/ANEXO C
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ANEXO C

PLANILHA DE CALCULOS DO ENSAIO DE CITOTOXICIDADE “IN VITRO” — METODO DE DIFUSAO

EM AGAR

AL SMILHA DE CALCULD & DD EN 2410 DE CMO TOMCIDADE "IN MTRO™ - METODD DE DIFUES0 B4
BOAR
Bk daZase —
| FIDCRUZ
Furel ag8o O swaldo Cre
I Ao W ackonal de © onbole de @ ualkdade em Saide INCQS
Analss |
e [ ]
AmomTs
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[ e = il LT
arficb 5@ (e orfidod [ @ gmm ME,, o s
4" 3 4 2 (e
" 2 ami 2OWD M, "2 ok SO
AmoETA
T T T & e
2" 2 (r T @ (e
Orificbz |12 (o orfigas |23 imn) ME, iove  FDRAO
4% £ 3 ()
TP aT el (A== Eelite)
Ao
173 1" 2 (e
=" 2 e =2 e
Orificos [ Lo arfigos [ 2 0mm) FGy, o FDNGY
I3 37 e
fa" e D! Mo AN
MG, M iy Garal gos Oriftos 12 4
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ANEXO D

FICHA DE ACOMPANHAMENTO DE CULTURAS CELULARES

Fundacéo Oswaldo Cruz

Ficha de Acompanhamento de Culturas Celulares.

Ministéric da Salde
FIOCRUZ ﬁf%

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude INCQS

Materiais Utilizados:

Folha N2:
Descongelamento:
Passagem: # N2 de Ampolas: Linhagem: Origem:
Data do Descongelamento: Nt de garrafas subcultivadas:
Meio de Cultura: Soro:
Antibiotico: Glutamina:
Tripsina com EDTA: PBS:
Materiais Utilizados:
CBS:
Data: ____/___ [ P m: Nedegarrafas: _ _ _~ _ Densidade Celular: ___ % de confluéncia
Aspectos Morfoldgicos Celulares: Fibroblasto () Epitelial (__) Linfoblastica {__)
Meio de culwra/Lote: Soro/lote: ____  Anubidtice/lote: _
Glutamina/Lote: ___~~~~~ TripsinacomEDTA/Lote: _______ _  PBSTlote:___
N° Garrafa/drea: Diluigao: Volume de suspenséio: ____mL Passagematuwal:

Materiais Utilizados:

OBS:

Data: __ / _/ Passagem:__ N°degarrafas: Densidade Celular: __ % de confluéncia
Aspectos Morfolégicos Celulares:  Fibroblasto (_) Epitelial (__) Linfobléstica (__)

Meiode culwra/lote: _ Soro/lote: __ Antibidtico/Lote:

Glutamina/Lote: __ ___ Tripsinacom EDTA/Lote: . PBSLote: __
N° Garrafa/area: Diluigao: Volume de suspens@io: ___ mL Passagematual:

Materiais Utilizados:

OBS:

Data: __ / _/  Passagem:__ ~~  N°degamrafas: _ _~~ Densidade Celular: __ % de confluéncia
Aspectos Morfolégicos Celulares:  Fibroblasto (_) Epitelial (__) Linfobléstica (__)

Meiodeculwra/lote: _ _ _  ~~ ~ SerofLote: ______ Antibiético/Lote:

Glutamima/Lote: ___ TripsinacomEDTA/Tote: _ ___ _  PBSLote:__
N° Garrafa/area: Diluigao: Volume de suspens@io: ___ mL Passagematual:
Materiais Utilizados:

OBS:

Data: __ / /= Passagem:__  N°degamrafas: __  Densidade Celular: ___ % de confluéncia
Aspectos Morfoldgicos Celulares: Fibroblasto (__) Epitelial (__) Linfobldstica (__)

MeiodeculwraTote: _ _ _ _ ~ ~ ~ Soroflote: _____ Antibidtico/Lote:

Glutamina/Tote: _ _ ~~~ ~~~ TripsinacomEDTAToOte: .~~~ PBSAote:_ = =
N° Garrafa/area: Diluigdo: Volume de suspenséio: . mL  Passagemawal: __

OBS:
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Folha Ne:

Data: [/  f

__ Passagem:

Meio de cultura/Lote:
Gl ina/Lote:

Aspectos Morfciégicas Celulares: Fibroblasto (__)

Tripsina com EDTA/Lote:

N° Garrafa/drea: _
Materiais Utilizados:

Diluigio:

_ Nedegarrafas:
Epitelial (__)

Densidade Celular:
Linfobléstica (__)
Antibiético/lote:

PBS/Lote:
_mL  Passagem atual:

% de& confluéncia

Soro/Lote:

Volume de suspensiior __

OBS:

Data: /7 /

Passagem:

Meio de cultura/Lote:
Gl ina/Lote:

Aspectos Morfolégicos Celulares:  Fibroblasto ()

Tripsina com EDTA/Lote:

N° Garrafa/érea: _
Materiais Utilizados:

Diluigao:

_ N°degarrafas: _
Epitelial {_)

Densidade Celular:
Linfoblastica (__)
Antibidtico/lote: _____

PBS/Lote:
_mL  Passagem atual:

% de confluéncia

Soro/Lote:

Volume de suspensao:

OBS:

Data: __ / / _ Passagem:
Aspectos Morfoldgicos Celulares:
Meio de cultura/Lote:

Gl ina/Lote:

Fibroblaste ()

N° Garrafa/érea:
Materiais Utilizados:

Tripsina com EDTA/Lote:
Diluigio:

_ N° de garrafas: Densidade Celular: _
Linfoblastica (__)
Antibidtico/lote: __

PBS/Lote:
_mL  Passagem atual:

___% de confluéncia

Epitelial {_)
Soro/Lote:

Volume de suspensio: __

OBS:

Data: __/ / _ _ Passagem:
Aspectos Morfoldgicos Celulares:
Meio de cultura/Lote:

Gl ina/Lote:

Fibroblasto ()

N° Garrafa/drea: _
Materiais Utilizados:

__ SorofLote: ____  AntibidticofLete: __
Tripsina com EDTA/Lote: PBS/Lote:
Diluigao: ___ Volumede suspensdo: __ mL  Passagematwal: _

Densidade Celular: __
Linfoblastica (__)

_ N° de garrafas: ___% de confluéncia

Epitelial {_ )

OBS:

Data: _/ /  Passagem:
Aspectos Morfoldgicos Celulares:
Meio de cultura/Lote:

Gl ina/Lote:

Fibroblasto ()

Tripsina com EDTA/Lote:

N° Garrafw/area:
Materiais Utilizados:

Diluigao:

_ Densidade Celular: _
Linfoblastica (__)
Antibidtico/Lote:

PBS/Lote:
_ mL Passagem atual:

_ N° de garrafas: ___% de confluéncia

Epitelial {_ )
Soro/Lote:

Volume de suspensiio:

OBS:
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APENDICE A

HISTORICO DO PRESERVATIVO MASCULINO

Texto histérico traduzido do livro “The Humble Little Condom: A History.
Amherst” de Aine Collier.

Da Antiguidade ao século XIX

A utilizacdo de preservativos na Antiguidade € objeto de debate entre
arquedlogos e historiadores. Nas civilizagdes egipcia, grega e romana, a
prevencao da gravidez era geralmente vista como responsabilidade da mulher,
e 0s Unicos métodos contraceptivos amplamente documentados sdo métodos
controlados pela mulher. Na Asia anterior ao século XV ha registo do uso de
preservativos que apenas cobriam a glande do pénis, embora tal fosse restrito
as classes superiores e apenas com o intuito contraceptivo. Na China, é provavel
que os preservativos para a glande tenham sido fabricados em papel de seda
oleado ou a partir de intestino de cordeiro.

Na Italia do século XVI, Gabrielle Fallopio, mais conhecido sob o nome de
Gabriel Fallope, nascido em Modena, em 1523, escreveu um tratado sobre a
sifilis, no qual inclui a mais antiga descricdo incontestada do uso de
preservativos. Refere o uso panos de linho mergulhados numa solucéo quimica,
posteriormente seca antes de serem usados. O tecido era usado para cobrir a
glande do pénis e seguro no local através de um lago (COLLIER, 2007). Fallopio
alegava que um ensaio experimental da folha de linho tinha demonstrado ser
eficaz na protecao contra a sifilis (YOUSSEF, 1993).

A primeira indicacdo dos preservativos usados para controle de
natalidade, e ndo apenas para doencas, € uma obra teoldgica de 1605 (De
iustitia et iure - Da Justica e da Lei), de autoria do tedlogo catolico Leonardus
Lessius, que condenava o0s preservativos como imorais. Durante o
Renascimento os preservativos eram feitos de intestinos e tecido da bexiga. Em
finais do século XV, os comerciantes holandeses introduziram no Japao
preservativos feitos de pele que cobriam o pénis por completo. A figura 1 mostra

o preservativo em 1813 e o manual que o acompanhava em latim.
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Figura 1 - Preservativo e o manual de uso em latim, 1813

Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Condom_with_manual_from_1813.jpg

A partir do século XVIII, o uso do preservativo encontrou oposicdo em
alguns circulos religiosos, médicos e legislativos, devidos essencialmente as
mesmas razdes apontadas ainda hoje: os preservativos reduzem a probabilidade
de gravidez, o que alguns defendem ser imoral ou indesejavel; ndo oferecem
protecdo total em relacdo a infeccbes sexualmente transmissiveis — (alega-se
gue acreditando nesta imunidade pode levar a promiscuidade sexual); e ndo séo
usados de forma consistente devido a pouca conveniéncia, custo ou diminuicédo
da sensacdo fisica. Apesar de algumas oposi¢des, 0 mercado do preservativo
cresceu rapidamente. Em meados do século XVIII os preservativos ja estavam
amplamente disponiveis, fabricados a partir de linho tratado com quimicos ou
pele (da bexiga ou intestino), amaciada através de um tratamento a base de
enxofre e lixivia (portugués europeu) ou agua sanitaria (portugués brasileiro).
Eram vendidos em tabernas, barbearias, drogarias, mercados ao ar livre e em
teatros por toda a Europa e Russia. Mais tarde comecaram a ser comercializados
na América, embora geralmente fossem apenas usados pelas classes média e

alta, devido ao elevado custo e auséncia de educacédo sexual.
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De 1800 até a década de 1920

Durante inicio do século XIX assistiu-se pela primeira vez a promoc¢éao de
contraceptivos entre as classes mais desfavorecidas. No entanto, os
especialistas em contracepcdo continuavam a preferir outros métodos de
controle de natalidade.

As feministas deste periodo defendiam que a contracepc¢éo deveria ser
uma questao exclusiva da mulher e desaprovavam métodos controlados pelo
homem, como o preservativo. Varios autores citam também o facto dos
preservativos serem dispendiosos e pouco confiaveis (era frequente orificios,
deslizarem ou rasgarem), embora referissem que para alguns pudesse ser uma
boa opcao e que o preservativo era o Unico contraceptivo que também protegia
contra doencas. Varios paises adotaram leis que impediam a fabricacdo e a
promocdo de contraceptivos. Apesar destas restricbes, 0s preservativos
comecgam a ser promovidos em anuncios de jornais e em campanhas de rua,
recorrendo a eufemismos em locais onde a sua divulgacéo era proibida. Na
Europa e nos Estados Unidos eram muitas vezes distribuidas instrucdes para
fabricacao de preservativos em casa.

A partir da segunda metade do século XIX, a incidéncia de Infec¢bes
Sexualmente Transmissiveis disparou nos Estados Unidos. Entre as causas
apontadas pelos historiadores estdo a Guerra Civil e ignorancia em relacéo aos
métodos de contracepcéo, devido a Lei de Comstock®.

Para combater a crescente epidemia foram criadas pela primeira vez
aulas de educacéo sexual nas escolas publicas, que esclareciam o publico em
relacdo a doencas venéreas - hoje DST's - e a sua transmissao, embora
geralmente ensinassem que a abstinéncia era a Unica forma de prevencéo. O
preservativo ndo era promovido, uma vez que a comunidade médica e alguns
setores da sociedade consideravam as DST’s um castigo por conduta sexual
impropria. O estigma contra as vitimas destas doencas era de tal ordem que
muitos hospitais se recusavam a tratar doentes com sifilis. Apesar da oposicao

social e legal, em finais do século XIX o preservativo ja era 0 mais popular

L A Lei Comstock é uma lei federal aprovada pelogZesso dos Estados Unidos em 3 de marco de 1873.
Define a "supressdo do comércio, e Circulacao’rtigos e literaturas considerados de uso imoral,
incluindo os preservativos.
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método contraceptivo no Ocidente. A figura 2 mostra uma litografia de 1860
onde, uma mulher insufla um preservativo verificando se existem eventuais

orificios. Nesta época, 0s preservativos eram reutilizados diversas vezes.

A Amante Cautelosa, litografia de 1860.

Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Nicolas_Tassaert-Die_vorsichtige Geliebte.jpg

Em 1839, Charles Goodyear descobriu uma forma de processar borracha
natural de forma a torna-la consistentemente elastica, uma vez que, quando fria
€ muito rigida e, quando quente muito flexivel. Isto iria ter implicacdes na
fabricacdo dos preservativos, uma vez que ao contrario dos preservativos de
origem animal, os preservativos de borracha podiam esticar e ndo se rompiam
facilmente durante o sexo. O processo de vulcanizacdo foi patenteado por
Goodyear em 1844.

Os primeiros preservativos de borracha tinham uma costura, sendo téo
espessos como a camara de ar de uma bicicleta. Durante varias décadas, 0s
preservativos de borracha eram fabricados envolvendo tiras de borracha crua
em torno de um molde com a forma do pénis, depois mergulhado numa solucao
guimica para a cura da borracha.

Em 1912, o inventor polaco Julius Fromm desenvolveu uma nova técnica
de fabricacdo de preservativos, mergulhando moldes de vidro numa solucédo de
borracha. Este método exigia que fosse acrescentada gasolina ou benzina a
borracha para a tornar liquida. Em 1920 foi inventado o latex, que consiste em
borracha suspensa em agua. A producao de preservativos de latex era menos
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trabalhosa do que o mergulho em borracha, que depois necessitava de ser
amaciada e cortada. A utilizagdo de agua para suspender a borracha em vez de
gasolina ou benzina eliminou o risco de incéndios associado as fabricas de
preservativos. Os preservativos de latex eram também superiores do ponto de
vista da utilizacdo: mais resistentes e mais finos do que os de borracha e com
um prazo de validade de cinco anos, quando comparado com os trés meses dos
de borracha.

Até a década de 1920, todos os preservativos eram fabricados a mao por
operarios pouco qualificados. Ao longo dessa década foram introduzidos varios
processos automaticos, sendo a primeira linha totalmente automatizada
introduzida em 1930. Os maiores fabricantes de preservativos adquirem linhas
de producdo mecanizadas, afastando os pequenos produtores do mercado. Os
preservativos de pele, agora bastante mais caros do que os de latex, tornam-se
restritos a um nicho de mercado.

O exército alemao foi o primeiro a promover 0 uso do preservativo entre
0os soldados, a partir de finais do século XIX. Algumas experiéncias norte-
americanas durante o inicio do século XX concluiram que distribuir preservativos
entre os soldados diminuia consideravelmente as taxas de infecgdo com
Infecgbes Sexualmente Transmissiveis. Todos 0s paises intervenientes na
Primeira Guerra Mundial, a excecdo dos Estados Unidos, distribuiram
preservativos entre o exeército, promovendo o0 seu uso através de varias
campanhas. Durante o poés-guerra, 0S exercitos europeus continuaram a
distribuir preservativos entre os soldados como forma de prevenir infec¢des até
mesmo em paises cujo uso era proibido entre a generalidade da populacao.

Nas décadas posteriores a | Guerra Mundial, continuaram a existir
obstaculos sociais e legais em relagdo ao uso do preservativo por toda a Europa
e América do Norte. Sigmund Freud opunha-se a qualquer método de controle
de natalidade, alegando que a sua taxa de insucesso era muito elevada, opondo-
se em particular ao uso do preservativo, que argumentava diminuir o prazer
sexual. Algumas feministas continuavam a opor-se a métodos contraceptivos
controlados pelo homem, como os preservativos.

Em 1920 as Conferéncias de Lambeth da Igreja Anglicana (Assembleias
dos bispos, as autoridades eclesiasticas da Comunh&o Anglicana, ocorridas a

cada dez anos desde 1867, sendo dirigida pelo Arcebispo da Cantuaria. As
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Conferéncias de Lambeth s&o um dos "Instrumentos da Comunhao”, juntamente
com os Encontros das Primazes e o Conselho Consultivo. A origem do nome
estd associada ao Lambeth Palace, em Londres, residéncia oficial do Arcebispo
da Cantuaria) condenaram todos os "meios de evitar a concepcdo que nao
fossem naturais”. Ao longo da década de 1920, o slogan facilmente memorizavel
e o cuidado com a embalagem tornam-se uma técnica de promogéo cada vez
mais importante para os bens de consumo, entre 0s quais 0s preservativos. O
controle de qualidade torna-se cada vez mais comum, consistindo sobretudo no
enchimento de cada preservativo com ar, seguido por varios métodos para
detectar qualquer diminuicdo de pressdo. Na mesma década, a venda de

preservativos em escala mundial duplicou.

De 1930 a atualidade

Em 1930, as Conferéncias de Lambeth da Igreja Anglicana sancionam o
uso de métodos contraceptivos por casais. Em 1931, o Conselho Nacional de
Igrejas dos Estados Unidos emite uma declaracdo semelhante. A Igreja Catolica

Romana emite também a enciclica Casti connubii 2 afirmando a sua oposicao a

todos os contraceptivos, uma posi¢ao que ainda hoje mantém.

Ao longo da década de 1930 comeca a haver maior permissividade nas
restricbes legais ao uso de preservativos. No entanto, a Italia fascista e a
Alemanha nazista aumentam as restricdes aos preservativos, embora tenham
permitido a sua distribuicdo para a prevencao da transmissao de doengas. Ao
longo da Segunda Guerra Mundial, o uso do preservativo foi amplamente
promovido entre os exeércitos através de filmes, cartazes e palestras, inclusive
por parte da propria Alemanha, que em 1941 tinha proibido por completo o seu
uso entre civis.

ApoOs a guerra, as vendas de preservativos continuam a crescer. Entre
1955 e 1965, 42% dos norte-americanos em idade fértil usavam o preservativo

como método preferencial de controle de natalidade. Na Inglaterra, entre 1950 e

2 E uma enciclica promulgada pelo Papa Pio X| emedezembro de 1930. Reitera a santidade do
matriménio e proibe aos catdlicos o uso de qualfuiera artificial de controle de natalidade e neaéi a
proibicdo do aborto. Explana ainda sobre a autdeidia doutrina da Igreja em questdes morais e advog
a cooperacao entre o poder civil e a Igreja
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1960, 60% dos casais casados usavam preservativos. No entanto, a partir de
1960, a pilula contraceptiva oral combinada tornar-se o0 método contraceptivo
mais popular, embora o preservativo tenha continuado em segundo nas
preferéncias do mundo Ocidental.

Nas décadas de 1960 e 1970, ao mesmo tempo em que é reforcada a
regulamentacéo sobre qualidade, sdo removidos os Ultimos obstaculos legais ao
uso de preservativos. Continuaram a haver, no entanto, algumas restricdes em
publicidade. Nos Estados Unidos, por exemplo, os andncios televisivos a
preservativos foram banidos até a revogacao em 1979. No inicio da década de
1980, com a descoberta da AIDS, o uso de preservativos torna-se o maior aliado
como método de prevenir a transmisséo do HIV. Apesar da oposi¢do de alguns
setores politicos e religiosos, sé@o realizadas varias campanhas nacionais de
promocao do preservativo na Europa e na América do Norte, responsaveis pelo
aumento significativo do seu uso.

Devido a crescente procura e uma maior aceitacdo social, 0s
preservativos comecam a ser vendidos nas mais diversas superficies
comerciais, incluindo supermercados, estacdes de servico e maquinas de
distribuicdo automatica no exterior de farmacias e em locais de diversao noturna.

As vendas de preservativos aumentaram progressivamente até 1994,
data em que a atencdo da comunicacgao social a pandemia de AIDS comecou a
diminuir. O fendmeno do uso cada vez menor de preservativos para prevenir a
transmissao de infecgbes tem sido denominado "fadiga da prevencao", sendo
relatada tanto na Europa como na América do Norte. Em resposta, os fabricantes
tém vindo a alterar o tom da publicidade, de assustadora para humoristica.

O mercado dos preservativos continua a acolher inovagdes tecnologicas.
O primeiro preservativo de poliuretano foi introduzido na década de 1990, e o
primeiro com tamanho personalizado introduzido em 2003. Os preservativos
estao disponiveis gratuitamente nas prisdes da Unido Europeia, Brasil, Canada,
Austrélia, Indonésia e Africa do Sul. Prevé-se que o uso de preservativos em
escala global continue a crescer. Um estudo concluiu que em 2015 os paises em

vias de desenvolvimento precisardo de 18,8 milhdes de preservativos. 3

3 Texto histdrico traduzido do livro “The Humble tlét Condom: A History. Amherst” de Aine Collier.



