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Declaragdo de Acompanhamento do Estudo

O estudo descrito neste Relatério Final foi executado sob minha supervisdo, seguindo o plano de
estudo e os procedimentos descritos no EN 14562:2006. Desinfectants et antiseptiques chimiques -
Essai quantitative de porte germe pour lévaluation de I'activite fungicide ou levuricide por instruments
utilizes em medicine humaine. Méthode d'éssai ET prescriptions (phase 2, étape 2). La Plaine Saint
Denis Cedex: Norme Européenne: Norme Francaise; Association Francaise de Normalisation (AFNOR),
2006. 37p, e de acordo com os Principios das Boas Praticas de Laboratério (BPL) da Norma N° NIT-
DICLA-035-(Rev. 03). PRINCIPIOS DAS BOAS PRATICAS DE LABORATORIO - BPL. CGCRE -
Coordenagéo Geral de Acreditagdo — Nov/2018 e da OECD (Organisation for Economic Co-operation
and Development) Number 1. OECD Principles on Good Laboratory Practice. (as revised in 1997).
ENV/MC/CHEM(98)17.

O resultado do estudo refere-se somente ao item de teste estudado e se aplica a amostra conforme
recebida e a qual foi enviada pelo patrocinador.

Este relatério representa um registro preciso e verdadeiro dos resultados obtidos.

Plano de estudo, um relatério final original e todos os dados, registros gerados e observagdes

referentes a este estudo, serdo mantidos nos arquivos da BIOAGRI Laboratérios Ltda. por um periodo
de 6 anos.

Item de teste, item de referéncia e aliquotas do sistema teste serdo mantidas nos arquivos da BIOAGRI
Laboratérios Ltda., por tempo adequado a sua natureza e conservacéo e apds este periodo serdo
descartados profissionalmente ou encaminhadas ao patrocinador.

KEARA
Mariana Ayreés R¥fraz da Silva 03 oo/ ey
Diretora de Estudo dd mmm aaaa
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Estudo #: 2922.160.009.18

Titulo do Estudo: Eficacia Microbioldgica pelo Ensaio Quantitativo com Carreadores para Avaliagéo da
Atividade Fungicida ou Levuricida de Desinfetantes Quimicos Para Instrumentos Utilizados em Areas

Médicas — Método de Ensaio e Prescricio (Fase 2, Etapa 2) no item de Teste Ciclo Germ 5G frente a
Candida albicans.

Declaragdo da Garantia da Qualidade

O relatério foi inspecionado pela Garantia da Qualidade (GQ) - BIOAGRI. As datas e fases de inspegao
no estudo estéo relacionadas abaixo:

Inspecdo Data das Informagdes Relatadas
Dat Fase Diretor de Gerente da
A Estudo Instalagdo de Teste
17/Abr/2019 Plano de Estudo 17/Abr/2019 17/Abr/2019

Estudos de curta duragéo:
RAS 0191/18

aplicagéo experimentagao,
avaliagdo dos resultados)
13/Mai/2019 Relatorio Final 13/Mai/2019 13/Mai/2019

A inspecéo de processo mais recente da fase laboratorial desta classe de estudo foi realizada de 08 de
Novembro de 2018 a 12 de Novembro de 201 8. Esta inspegéo esta registrada no documento interno

RAS 0191/18. As datas onde o Diretor de Estudo e Gerente da Instalagéo de Teste foram informados
estao descritas no quadro acima.

Os resultados e observagées apresentados neste Relatério Final sdo0 uma descri¢do precisa dos dados
brutos gerados durante a condugéo do estudo. Todos os dados brutos gerados durante a condugéo do
estudo foram inspecionados, bem como emendas e desvios aos planos de estudo.

-~

Ariane Faé Leite
Insp. da Garantia da Qualidade

Garantia da Qualidade
Fone: (19) 3429-7701

A eha /e
dd mmm aaaa
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Resumo

O estudo Ensaios quantitativos com carreadores para avaliagéo da atividade fungicida ou levuricida da
para instrumentos utilizados em areas médicas pelo método de ensaio e prescricao foi desenvolvido
utilizando-se do microrganismo Candida albicans oriundo do banco de culturas do Laboratério de
Microbiologia Geral - LMG - Bioagri Laboratérios Ltda., sendo a sua exposicédo feita através de
carreador. O mesmo foi realizado com o item de teste Puro, na presenca de soro de cavalo, no tempo
de contato de 30 minutos, conforme solicitado pelo patrocinador, registrando o seu resultado apos 48
horas para Candida albicans. Para que o item de teste seja considerado satisfatério nas condigbes do

1. Informagdes Gerais

Data do Inicio do Estudo: 18/Abr/2019
Data do Inicio do Experimento: 22/Abr/2019
Data do Término do Experimento: 26/Abr/2019
Data do Término do Estudo: 13/Mai/2019

2. Equipe Técnica

Diretor de Estudo: Mariana Ayres Ferraz da Silva
Pesquisadora: Marina Gumiere
Técnico de Laboratério: Michele Patricia Barbosa
Assistente de Laboratério: Jéssica Poslednik

3. Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia microbiolégica pelo ensaio quantitativo com
carreadores para avaliagdo da atividade fungicida ou levuricida de desinfetantes quimicos para
instrumentos utilizados em areas médicas — método de ensaio e prescricéo no item de teste
Ciclo Germ 5G frente a Candida albicans.

4. Material e Métodos

4.1 Informagdes Referentes ao item de Teste

Item de teste: Ciclo Germ 5G

Nome Comum do Ingrediente Ativo (i.a.): Blend: Cloreto de Didecyl Dimethyl
Ammonium, n-Alquil Dimethyl Benzyl
Ammonium Chloride

Concentragéo Declarada do i.a. 0,6%

(Patrocinador):

Nome Comum do Ingrediente Ativo (i.a.): Cloridrato de Polyhexametileno Biguanida
Concentragéo Declarada do i.a. 0,26% ™

(Patrocinador):

Recebida em: 22/Fev/2019

Caodigo Bioagri Laboratérios Ltda.: SAN-0077-02/19

Concentragdo Analisada do i.a. (Bioagri 0,650% (m/m) Blend: Cloreto de Didecyl Dimethyl
Laboratérios Ltda.) Ammonium, n-Alquil Dimethyl Benzyl

Ammonium Chloride
0,282% (m/m) Cloridrato de Polyhexametileno

Biguanida "
Boletim de Analise LFQ BA LFQ-0075/19 Blend: Cloreto de Didecyl
Dimethyl
Pagina 5 de 17
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Numero do lote:

Estado Fisico:

Data de Fabricagdo:
Data de Validade:
Composigdo Declarada:

Quantidade de Amostra Recebida:

Referéncia:
4.2 Equipamentos

Agitador tubos
Autoclave

Balanca semi-analitica
Banho Maria

Camara de fluxo laminar
Camara incubadora
Contador de colénias
Cronémetro

Medidor de pH
Micropipetas
Termbémetro de vidro

Ammonium, n-Alquil Dimethyl Benzyl
Ammonium Chloride

FQ-LFQ-0027/19 Cloridrato de Polyhexametileno
Biguanida

081119PD

Liquido limpido, incolor "

30/Jan/2019

30/Jan/2021

Agua deionizada 96,04 Q.S.P
Blend: Cloreto de Didecyl Dimethyl 0,6%
Ammonium, n-Alquil Dimethyl

Benzyl Ammonium Chloride, agua.

Cloridrato de Polyhexametileno 0,26%
Biguanida
Mistura Mit/Cmit 1:3 0,1%

Metilisotializolinona/Metilcloro
Isotializolinona

Alcool Primario Etoxilado 6,5E0 3,0%
9154g

™ Informagées fornecidas pelo cliente

4.3 Material, Reagentes e/ou Solventes

Frasco

Contas de vidro

Tubos de ensaio
Pipetas de vidro

Placas de Petri descartaveis e estéreis

Ponteiras

Alcas estéreis
Carreadores de vidro
Neutralizante

MEA
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4.4 Sistema-Teste

4.4.1 Descrigédo

Espécie: Candida albicans
Referéncia: ATCC 10231
Origem: Microbiologics
Lote: 443-590

4.4.2 Justificativa para a selegdo do sistema-teste

O sistema teste, conforme item, 4.4.1, foi escolhido por ser espécie recomendada pelas
agéncias regulamentadoras governamentais para os testes de eficacia nos Ensaios
quantitativos com carreadores para avaliacdo da atividade fungicida ou levuricida da para
instrumentos utilizados em &areas médicas pelo método de ensaio e prescricao,
conforme metodologia EN 14562.

4.5 Procedimento Experimental

4.5.1 Substancias Interferentes

- Condigbes de sujeira (mistura das solugbes de albumina bovina — alta concentracao
com eritrécitos de carneiro): Dissolveu-se 0,30 g de albumina bovina fragéo V (ideal para
propdsitos microbiolégicos) em 99,70 mL de diluente. Esterilizou-se por filtracdo em
membrana. Preparou-se, pelo menos, 8,0 mL de sangue desfibinado de carneiro estéril
ou adquiriu-se de fornecedor comercial. Centrifugaram-se os eritrocitos a 800 g por 10
minutos. Depois se descartou o sobrenadante, ressuspendeu-se os eritrécitos em
diluente. Repetiu este procedimento ao menos 3 vezes, até que o sobrenadante ficasse
descolorido. Resuspendeu-se 0,30 mL de eritrécitos de carneiro em 99,70 mL de solugéo
de albumina bovina estéril. Para impedir contaminag&o posterior esta mistura foi dividida
em porcdes necessarias para um dia e deixadas em frascos separados por no maximo 7
dias sob refrigeracéo a 2°C - 8°C. A concentragdo final de albumina bovina e eritrécitos
de carneiro no procedimento teste foi de 3 g/L e 3 mL/L, respectivamente

4.5.2 Preparo do Microrganismo

Preparo das suspensées dos organismos teste e solucdes do produto em teste Candida
albicans (levedura): Para preparar a cultura de trabalho de Candida albicans, repicou-se
a partir do meio de cultura-mae, estriando sobre MEA inclinado e incubou-se a 30°C +
1°C por 48 horas. Apés periodo de incubag&o, preparou-se um segundo repique, da
mesma forma a partir do primeiro repique e incubou-se por 48 h a 30°C + 1°C.

4.5.3 Preparo da Suspensio Teste (N)

- Candida albicans: Em um frasco contendo 10g de pérolas de vidro, transferiu-se 10m|
de diluente, transferiu-se a cultura de trabalho. Agitou-se o frasco durante 3 minutos com
ajuda de agitador. Aspirou-se com o auxilio de uma micropipeta o contetido do frasco,
separando a suspensao das pérolas de vidro e transferiu-se para tubo estéril. Ajustou-se
0 numero de células da suspensdo a um valor compreendido entre 1,5 x 10" UFC/mL a
5,0 x 10" UFC/mL usando diluente e, estimou-se o numero de unidades formadoras de
colbnia através da Escala de MacFarland.

Para contagem, prepararam-se diluicbes seriadas decimais até 107 da suspensao de
ensaio utilizando o diluente. Misturou-se e tomou-se uma aliquota de 1,0 ml das dilui¢ées
10° e 107 em duplicata e inoculou-se as placas utilizando a técnica de contagem em
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profundidade (pourplate), com aproximadamente 20mL de MEA e incubou-se a 30°C +
1°C.

4.5.4 Preparo da Suspenséo de Validagio (Ny)

Suspenséo de validagdo (Nv e Nvb): Para preparar a suspenséo de validagéo, diluiu-se a
suspensao de ensaio com o diluente para obter uma contagem fungica entre 3,0 x 10?
UFC/ml e 1,6 x 10° UFC/mI (aproximadamente um terco (1 + 3 da diluigdo a 10™).

Para contagem, preparou-se uma diluigdo de 10" com o diluente. Misturou-se. Tomou-se
uma amostra de 1,0 ml, em duplicata, e inocularam-se as placas utilizando a técnica de
contagem em profundidade.

Inoculagéo dos carreadores: Pipetou-se 1,0 ml da substancia interferente dentro dos
tubos. Adicionou-se 9,0 ml da suspensao teste (N). Misturou-se e pipetou-se 0,05 ml
desta mistura no “quadrado da inoculagdo” do carreador e distribuiu-se igualmente
dentro do quadrado, isto € com a ponta da pipeta. Deixou-se o inoculo secar na
incubadora a 36°C + 1°C por 60 minutos. Usou-se o carreador imediatamente ap6és final
do tempo de secagem.

4.5.5 Rota de exposigdo

O item de teste Ciclo Germ 5G foi aplicado puro, na presenga de soro de cavalo,
conforme solicitagdo do patrocinador, sendo sua exposicao feita por 30 minutos.

4.5.6 Justificativa rota de exposicao

A forma de éxposigéo do microrganismo o item de teste segue a especificacdo da
metodologia de referéncia: EN 14562:2008.

4.5.7 Administragdo da substéincia teste

Candida albicans:

Tomou-se 10 mL de diluente e colocou-se em um frasco de 100 mL com 5 g de contas
vidro. Pegou-se a cultura de trabalho e transferiu-se para o diluente. E conveniente
colocar as células em suspenso no diluente, imergindo a alga e esfregando-a na parede
do frasco para soltar as células. Agitou-se o frasco durante 3 minutos com ajuda de
agitador mecanico. Separou-se a suspens3o das contas de vidro por aspiracdo, com
ajuda de pipeta, e transferiu-se para outro tubo.

Ajustou-se o numero de células em suspensdo para 1,5 x 10%a 5,0 x 10®° UFC / mL com
diluente, estimando o nimero de unidades formadoras de colénias por qualquer meio
adequado. Manteve-se esta suspensdo teste em banho-maria a 20,0°C. Utilizou-se
dentro de 2 horas.

Para contagem, prepararam-se diluicées de 10° e 107 da suspensao de ensaio
utilizando o diluente. Misturou-se. Tomaram-se uma amostra de 1,0 mL de cada diluigao
em duplicata e inocularam-se as placas utilizando a técnica de contagem em
profundidade (pour plate) ou de superficie. Quando a técnica de contagem em
profundidade é utilizada, transferir de cada amostra de 0,5 mL, em placas de Petri
separadas (ou seja, dupla = 4 placas), adicionando 20 a 25 mL de MEA fundido e
resfriado @a45° C + 1 ° C. Quando o método de contagem de superficie é utilizado, dividir
cada amostra de 1,0 mL em porcbes de tamanhos aproximados, considerando um
numero adequado em placas de MEA.

5 s . e
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4.5.8 Controle de Qualidade

Suspenséo Nv e I _ _
Para preparar a suspensao de validagéo, diluiu-se a suspensao de ensaio com o diluente

para obter uma contagem fungica entre 3,0 x 10° UFC/ml e 1,6 x 10° UFC/ml
(aproximadamente um tergo (1 + 3 da diluigéo a 10™).

Para contagem, preparou-se uma diluigdo de 10" com o diluente. Misturou-se. Tompu-se
uma amostra de 1,0 ml, em duplicata, e inocularam-se as placas utilizando a técnica de
contagem em profundidade.

Condicdo experimental do Controle “A” (validagdo de condicdes experimentais
selecionadas ou verificacdo da auséncia de qualquer efeito letal nas condicdes do teste):
Com ajuda de uma micropipeta, introduziu-se 1,0 ml da substancia interferente utilizada
no ensaio em um tubo. Acrescentou-se 1,0 ml da suspensao de validagdo (Nv). Acionou-
se o crondmetro, misturou-se e colocou-se o tubo em banho-maria mantido a 20°C
durante 2 minutos + 10 s. Ao final deste tempo, acrescentou-se 8 ml de agua estéril.
Acionou-se novamente o cronometro, misturou-se e colocou-se o tubo em banho
mantido & temperatura de 20°C durante o tempo de 15minutos. Ao final de 15minutos,
misturou-se novamente e retirou-se uma amostra de 1,0 ml desta mistura A, em
duplicata, e inocularam as placas com a técnica de pour plate com aproximadamente
20mL de MEA e incubou-se a 30°C + 1°C.

Controle Neutralizante “B” (Verificacio da auséncia de toxicidade do neutralizador): Com
ajuda de uma micropipeta, introduziu-se 8,0 ml do neutralizante utilizado para o ensaio
em um tubo. Acrescentou-se 1,0 ml da suspensdo de validagdo. Acionou-se o
cronometro, misturou-se e colocou-se o tubo em banho-maria mantido a 20°C t 1°C
durante 5 minutos + 10 s. No final deste tempo, misturou-se e retirou-se uma amostra de
1,0 ml desta mistura B, em duplicata, e inocularam-se as placas utilizando a técnica de
pour plate com aproximadamente 20ml| de MEA e incubou-se a 30°C + 1°C,

Método de validacdo “C” (Validac&o da Neutralizacso por Diluicdo):

Com ajuda de uma micropipeta, introduziu-se 1,0 ml da substancia interferente utilizada
para o ensaio em um tubo. Acrescentou-se 1,0 ml do diluente depois, acionando o
cronémetro, adicionou-se 8,0 ml da solugdo da substancia teste. Misturou-se e colocou-
se o tubo em banho-maria mantido a 20°C + 1°C durante o tempo de 15minutos. Ao final
de 15 minutos, misturou-se novamente e transferiu-se 1,0 ml da mistura para um tubo
contendo 8,0 ml de neutralizante. Acionou-se novamente 0 cronometro e colocou-se o
tubo em banho Maria mantido a 20°C + 1°C durante 5 minutos + 10 s. Acrescentou-se 1
ml da suspensdo de validagdo. Acionou-se o cronometro € misturou-se. Colocou-se o
tubo em banho Maria mantido 20°C + 1°C durante 30 minutos £ 1 min. Ao final deste
tempo, misturou-se de novo e retirou-se uma amostra de 1,0 ml da mistura “C”, em
duplicata, e inoculou-se utilizando a técnica pour plate com aproximadamente 20m| de
MEA e incubou-se a 30°C + 1°C.

Testemunha da dagua Nw:

Com uma pipeta, introduziu-se 10 ml de agua estéril em um tubo, colocou-se em banho
maria mantido a temperatura de 20°C. Mergulhou-se um carreador inoculado e certificou-
$€ que o quadrado inoculado estava completamente coberto pela agua estéril. Acionou-
se o cronémetro e deixou-o até o tempo de contato de 15minutos.

Ao final do tempo de 15minutos, transferiu-se o carreador para um segundo tubo e
colocado em banho-maria e mantido a 20°C, contendo 10 mi de neutralizante e cerca de
1 g de contas de vidro. Acionou-se novamente o cronometro e, misturou-se durante 15s.
Ao final de 5 minutos + 10 s, misturou-se e tomou-se imediatamente uma amostra de 1,0
ml da mistura Nw, e produziram-se diluicdes seriadas decimais até 10 a partir da
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mistura de ensaio neutralizado Nw para incubagéo e contagem. Aliquotou-se 1,0ml de
cada dilui¢éo e plaqueou-se em duplicata com aproximadamente 20ml de MEA.

Incubacéo:
Incubaram-se as placas durante 48 horas a 30°C + 1°C (para leveduras).

4.6 Calculos
Explicagéo dos termos e abreviagées

N e Nv representam as suspensdes fungicas, Na representa a mistura de ensaio fungico,
Nw representa a mistura de ensaio da testemunha agua (testemunha das condigcdes
experimentais), B (testemunha de neutralizagédo), C (método de validacéo) representam
as diferentes misturas de ensaio testemunhas.

N, Nv, Nvo, Na assim que A, B e C, representam o nimero de células contadas por ml
nas diferentes misturas de ensaio de acordo com a Quadro 1:

Quadro 1 = Numero de células contadas por ml nas diferentes misturas de ensaio

. ; Numero de células Numero de sobreviventes
N;lrmn?'rc:‘:se celuiss por ml nas misturas por ml nas misturas de
zus aneias de ensaio no inicio ensaio ao final do tempo
P picas do tempo de contato | de contato ¢ (A)oude5
9 (instante 0) min (B) ou de 30 min (C)
N N/20 (=numero
. s Na, Nw
Ensaio Suspenséo do tedrico) sobre o y A
ot carreador (antes da neutralizacéo)
Testemunhas gluvspenséo de vl A BeC
validacao (NvO=Nv/10)

Valores — Vc: Todos os dados experimentais sdo registrados como valores Ve; os
valores Vc sdo os nimeros de ufc contados por 1,0 ml de cada amostra.

Calculos - O primeiro passo para os calculos é a determinacéo de valores Ve, o segundo
os calculos de N, Na, Nw, Nv, Nvo, A, B e C. O terceiro passo € o calculo de redugéo R.

Determinagéo dos valores Ve: Os limites habituais para a contagem dos fungos sobre as
placas de Agar se situam entre 15 e 150 colénias para os bolores e entre 15 e 300
colbnias para as leveduras. Na presente norma européia uma variacdo de 10% é
aceitavel, os limites sdo entio de 14 a 165 para os bolores e de 14 a 330 para as
leveduras.

NOTA 1: o limite inferior (14) repousa sobre o fato de que a variabilidade é mais
importante que o nimero obtido em uma amostra de 1 ml que fragil; por conseqléncia,
os calculos posteriores Ultimos podem dar entdo resultados erréneos. O limite inferior se
aplica unicamente a amostra ( @ ndo necessariamente a contagem sobre a placa), por
exemplo, trés placas por amostra de 1 ml com 3 ufc, 8 ufc e 5 ufc ddo um valor Ve de 186.
Os limites superiores (165, 330) refletem a imprecisdo da contagem das coldnias
confluentes e da inibigao do crescimento devido ao esgotamento de elementos nutritivos.
Elas fazem referencia unicamente a contagem sobre a placa e ndo necessariamente a
amostra.

Conforme o numero de placas utilizadas por ml de amostra, determinar e registrar os
valores Vc,
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NOTA 2: se varias placas por amostra de 1 ml tiverem sido utilizadas para determinar o
valor de VC, é conveniente anotar as contagens por placa.

Se a contagem sobre uma placa for superior a 165 (ou a 330), registrar o nimero no
relatorio sob a forma “>165" (ou “>330), registrar este valor V¢ sob a forma de “superiora
soma das contagens”, por exemplo, “>165, 150, 155" registrar “>470".

Se um valor Vc é inferior a 14, registrar o nimero no relatério (mas colocando “<14” para
os célculos posteriores no caso de Na.

Somente os valores V¢ se situando nos limites de contagem respectiva s&o levadas em
consideragéo para os célculos, salvo no caso de Na.

Calculo de N e N,: N é o nimero de células por ml na suspenséo de ensaio
A avaliagdo sobre duas diluicées da suspensao de ensaio, calcular o nimero de ufc/ml
como sendo o nimero médio ponderado com ajuda da formula:

N = c Equacéo 1
(ny+0,1ny) 10°

Onde:

C € a soma de valores V¢ levados em conta;

n1 & o nuamero de valores Vc levados em conta na diluicdo minima (isto &, 10°°):
n2 & o numero de valores de V¢ levados em conta na diluigdo maxima (isto &, 107);
10% o fator de diluigdo correspondendo a diluicdo mais baixa.

Arredondar os resultados calculados a partir de duas casas significativas. Para tanto, se
0 dltimo nimero estiver abaixo de 5. o nimero precedente ndo é modificado; se o Ultimo
numero é maior que 5, 0 nimero precedente é aumentado de uma unidade; se o ultimo
numero € igual a 5, arredondar o precedente ao precedente mais préximo. Proceder
desta forma até que dois numeros significativos sejam obtidos. Como resultado, o
numero de ufc/ml é expresso pelo numero entre 1,0 e 9,9 multiplicado pela potencia
apropriada de 10.

Nw € o nimero de células por ml na mistura teste no final do tempo de contato (antes da
neutralizagdo). E um décimo maior que os valores Vc devido a adicdo do neutralizante.
Calcular o numero de ufc/ml como média da contagem obtida na diluicdo 10 usando a
formula:

Nw =c x 10 Equacgéo 2
nx 10"

Onde:
c € a soma de valores V¢ considerados:
n € 0 nUmero de valores Veconsiderados:

Calculo de Na: Na é o nimero de células por ml na mistura teste no final do tempo de
contato e antes da neutralizacéo. E dez vezes maior que os valores V¢ devido a adicdo
de neutralizante. Calcular Na (sem diluigéo), e diluigdes subsequentes usando a formula:

Na (da diluigdo zero até 10°) =10 x ¢ /n Equacéao 3

Onde:
c € a soma dos valores V¢ considerados:
n € 0 numero de valores Vcconsiderados.
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Se uma ou ambas as duplicatas de valores V¢ estiverem abaixo do menor ou acima do
limite superior, expressar os resultados como “menor que” ou “maior que”,

Se um ou duas duplicatas de valores Vc em uma diluicdo de Na estiverem dentro dos
limites de contagem, usar resultados como Na.

Usar no maximo 2 diluiges subseqiientes para calcular Na como média ponderada.
Regras para casos especiais:

Se uma ou ambas as duplicatas de valores Vc em trés ou mais diluigdes subseqlientes
de Na (incluindo Na da diluigdo 10° estio entre os limites de contagem (isto € Na da
diluigdo 10 17, 23; Na da diluiggo de 10°™": 120: 135: Na da diluicdo de 10°% 308, >330,
para Candida albicans) todo o teste fica invalidado.

Se duas diluigdes subseqientes de Na mostrar valores Vc em duplicata dentro dos
limites de contagem calcular Na como média ponderada usando a formula abaixo:

Na=cx10 Equacéo 4
2,2 x10%
Onde:
c € a soma de valores Vc considerados
z € o fator de diluigdo correspondendo a menor diluicéo, isto € Na da diluigao 102 é

a menor diluigdo em comparacdo com Na da diluicéo 107

Se em duas diluigdes subseqlientes de Naambos valores Vc da diluigdo mais alta
estiverem dentro dos limites de contagem e um valor Vc da menor diluigdo for “maior
que”, calcular como média ponderada, usando a formula (a).

Calculo de Nv e Nyo: Nv é o niimero de células por ml na suspensao de validagéo. E 10
vezes maior que as contagens em termos de valores Ve devido a diluicdo 10
considerada.

Nvo € o nimero de células por ml nas misturas A, B ou C ao inicio do tempo de contato
(tempo 0). E um décimo da média de valores Vc de Nv considerados.  Calcular ANv e
Nv0 usando as formulas (b) e (c):

Nv=¢ x 10 Equacéo 5
n
Nvo = ¢/n Equacéo 6
Onde:
c € a soma dos valores V¢ considerados
n € 0 nimero de valores V¢ considerados

Calculo de A, B, C (controles e método de validagéo): A, B e C sdo numeros de
sobreviventes nas condigdes experimentais de controle, controle do neutralizante e
validagdo do método no final do tempo t (A) ou de tempos definidos 5 min (B) e 30 min
(C). Eles correspondem a média de valores Vc das misturas A, B e C considerados.

A, B, C=c/n Equagéo 7
Onde:
c € a soma dos valores Vcconsiderados
n € 0 nimero de valores V¢ considerados
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5. Desvios ao Plano de Estudo

5.1 Informagédo do Plano de Estudo

2. Equipe Técnica

5.2 Desvio

Mudou de:

Diretora de Estudo: Marina Gumiere, Dra

Mudou para:

Diretora de Estudo: Mariana Ayres Ferraz da Silva

5.3 Razado

5.4 Impacto

6. Resultados

As alteragdes ndo impactam nos resultados do estudo.

A diretora de estudo Marina Gumiere foi substituida por Mariana Ayres Ferraz da Silva,
devido a reestruturagéo interna do setor

A colaboradora Mariana Ayres Ferraz da Silva verificou todos os dados brutos incluidos
no estudo e se estdo de acordo com o plano de estudo, procedimentos operacionais
padréo e de acordo com os Principios das Boas Praticas de Laboratério (BPL).

Tabela 1: Resultados da viabilidade da suspenséo inicial e controles de validagdes do ensaio
- microrganismos teste Candida albicans ATCC 10231

~ | Suspensao Numero de Células Viaveis (UFC/mL)
Suspensido sang::;::: Bacteriana
Microrganismos | Bacteriana de
Inicial (N) no carreador Validagao Controle (A) | Controle (B) [Controle (C)
(Nw)
(Nvo) ,
C.albicans 8 7 1 1 1 1
ATCC 10231 2,16 x 10 1,60 x 10 8,25x 10 6,60 x 10 7,50x 10 6,75 x 10 !

Tabela 2: Contagem de células viaveis (Na), apds exposigdo ao item de teste no tempo de
contato e concentragao indicada

Microrganismo | Diluigdo | Volumelplaca Resultados no tempo de contato 30 minutos
C1 = Puro
10° 0,5 mL <14 <14
C.albicans 10’ 0,5 mL <14 <14
ATCC 10231 10° 0,5 mL <14 <14
10° 0,5 mL <14 <14
Recuperacdo Média (ufc/mL)- N, x 10 <1,40 x 10°
Recuperagdo Média (Logio Na) <2,14
Redugéo = N / N, (ufc/mL) R=>1,14x 10’

Redugéo em Logi R = logso No— logso Na

L0910 R = >506
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7. Conclusio

De acordo com a metodologia adotada e nas condicdes validadas do ensaio, o item de teste foi
considerado satisfatorio frente 3 cepa testada.
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ANEXO
Anexo 2 - Boletim de Analise LFQ

MERIEUX

NutriSciences

BOLETIM DE ANALISE
BA LFQ-0075/19

T

iitante: CICLO FARMA INDUSTRIA sy ICA EIREL| '
erego: Rua Benedito Jose de Carvalho Ramos, 150, Serrana, SP, CEP: 141!

N |

T I g T R e e
L N T

[ 0 do item de ensaio*: GICLG GERM 5G
-gddigo do item de ensaio: SA N-0077-01/19
| Proposta: 00377/19

Composicao®: .

Loy

TR _Conent LIXEE S0l
Agua Deionizada 96,04 Q.5 P
Blend: Cloreto de Didecyl Dimethyl Ammonium, N-Alguil 06
| Di B Ammonium Chloride ua. ’
Cloridrato de Polyhexametileno Biguanida - 0,26
Mistura Mit/Cmit 1:3 Metlllsotiuﬂzollnona/Metﬂcloro 01
Isotializolinona >
ool Primério Etoxilado 6 5EQ 3,0 o
Informacao Adicional*; Concen agao Declarada do Ativo: 0 6%

| Lote™ 081118PD

Data de Fabricacag*: 30/Jan/2019
Data de Validade*: 30/Jan/2021
Quantidade recebida da amostra; 235 g o
Data do recebimento do item de ensaio: 04/Fev/2019

Data de inicio do ensaio: 13/Fevi2019
Data do fi /F

etro analisa
Metodologia utilizada:
* Informac fornecid

Concentragéo Analisada de
Tensoativo Catidnico

(U]
# Considerando RDC n° 59 de 17 de Dezembro de 2010

Obs:  Este Boletim ge Andlise 6 pode ser reproduzido porinteiro e sem nenhuma al
Este Boletim refere- SGNC

Piracicaba, 19 de Fevereiro de 2019,

Marcio José Liberale
CRQ n® 04444804 — |v Regido
Responsave! Técnico
Pagina 1 de 1
da em 24/Agostor2018)

QB 0623/H - R ] da Qualid (Elab

Bicagri Laboratérios Ltda
Piracicaba - sp/ Rodovia 57 127, km 24/ Guamivm - Caixa
Fone: (19) 3429 77007 Comerdial Farmacos - farmacos. brém

Pagina 16 de 17

Instalab&o de Teste Reconhecida em Conformidade aos Principios das Boas W
Préticas de Laboratério — BPL



od MERIEUX
i‘\'F 2922.160.009.18 A NutriSciences

MERIEUX

NutriSciences

BOLETIM DE ANALISE
FQ LFQ-0027/19

= = B o=
i -

NTES AO Cl P, W T
ARMA INDUSTRIA QUIMICA EIRELS
ose de Carvalho Ramos, 150, Serrana, SP, CEP: 14150-000

Ty AR e & LT, mwaeh
[ ! ACE saio*: CICLO GE
Cadigo do item de ensaio: SAN-0077-01/19

Proposta: 00377/19

Composicao™; .
3 : - ey EL :-L—“-" g = =‘1 T I'-.’_|‘ _»‘:.H-f,. TR T . _;i,lr Ej‘_
Agua Deionizada 96,04 Q.S.P
Blend: Cloreto de Didecyl Dimethyl Ammonium, N-Alquil 06
Dimethyl Benzyl Ammonium Chioride, Agua. 3

Cloridrato de Polyhexametileno Biguanida

Mistura Mit/Cmit 1:3 Metilisotializolinona/Metilcloro 01
Isotializolinona :

Alcool Primario Etoxilado 8,5E0

Informacéo Adicional*: Concentragao Declarada do Ativo: 0,26% ]

Lote*: 0B1118PD
*: 30/Jan/2019

Data de Validade*: 30/Jan/2021
Quantidade recebida da amostra: 235

Data do recebimento do it de ensaio: 04/Fev/2019
Data de inicio do ensaio: 14/Fevi2019

! Concegao Analisada de
Biguanida
" Considerande RDC n° 59 da 17 de Dezembro de 2010

Obs:  Este Boletim de Analise 6 pode ser reproduzido por
Este Bolelim refere-se somente 4 amostra analisad;

Piracicaba, 19 de Fevereiro de 2019,

CRQ n° 04444804 — |v Regido
Respgnsével Técnico

Pégina 1 de 1
SQB 0623/H - Registro da Qualidade (Elaborada sm 24iAgostol2018)

Bioagri Laboratérios Ltda ‘
Piracicaba - $P/ Rodovia SP 127, km 24/ Guamium - Caixa postal: 573 / CEP; 13.412-000

Fone: (19) 34297700 / Comerclal Farmacos - farmacos,br@mxns.com / Comercial Agro - agro,br@mxns.com | bioagri.com.br | merieuxnutrisciences.com
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