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Declaragido 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 TOMASINO, S. (chapter editor). 6.3.06 AOAC - Official
Methods 965.12 Tuberculocidal Activity of Disinfectants. In: HORWITZ, W & LATIMER, G. W (Editor).
Official Methods of Analysis of AOAC Internacional. 19" Edition, 2012. Gaithesburg: AOAC
International, chapter 6 — Disinfectants, subchapter 3 — Other Tests, 2012, p. 37-41, e de acordo com 0s
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, uma cépia do relatério final 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 serdao mantidas nos arquivos da BIOAGRI
Laboratérios Ltda., por tempo adequado a sua natureza € conservagao e apos este periodo serao
descartados profissionalmente ou encaminhadas ao patrocinador.

ey :
Marim%raz da Silva RO e [ 206

Diretora de Estudo dd mmm aaaa
Fone: (19) 3429-7700
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Estudo #: 2922.142.026.18

Titulo do Estudo: Eficacia Microbiologica para Avaliacéo da Atividade Tuberculocida de Desinfetantes
pelo Método Presuntivo do item de teste Ciclo Germ 5G frente @ Mycobacterium smegmatis.

Declaragdo da Garantia da Qualidade

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

r Inspegéao Data das Informagdes Relatadas
Data Eass Diretor de Gergnte da
Estudo Instalacdo de Teste |
18/Abr/2019 Plano de Estudo 18/Abr/2019 18/Abr/2019
Estudos de curta duragéo:

RAS 0012/19

aplicagéo experimentagao,
avaliacdo dos resultados)
18/Mai/2019 Relatorio Final 18/Mai/2019 18/Mai/2019

A inspegdo de processo mais recente da fase laboratorial desta classe de estudo foi realizada no dia 15
de Fevereiro de 2019. Esta inspegéo esta registrada no documento interno RAS 0012/19. As datas

onde o Diretor de Estudo e Gerente da Instalagéo de Teste foram informados est&o descritas no quadro
acima.

Os resultados e observacdes apresentados neste Relatério Final sdo uma descrigéo precisa dos dados
brutos gerados durante a condug&o do estudo. Todos os dados brutos gerados durante a condugao do
estudo foram inspecionados, bem como emendas € desvios aos planos de estudo.

Ariane Faé Leite
Insp. da Garantia da Qualidade

Garantia da Qualidade dd mmm aaaa
Fone: (19) 3429-7701
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Resumo

O estudo Avaliagdo da Atividade Tuberculocida de Desinfetantes pelo Método Presuntivo foi
desenvolvido utilizando-se do microrganismo Mycobacterium smegmatis, oriundo do banco de culturas
do Laboratério de Microbiologia Geral - LMG - Bioagri Laboratérios Ltda, sendo a sua exposigao feita
através de carreador de porcelana. O mesmo foi realizado com o item de Teste puro pelo tempo de
contato de 30 minutos, conforme solicitado pelo patrocinador. O resultado sera feito através da
observacdo da auséncia ou presenca do crescimento microbiano. O resultado foi considerado
satisfatério frente ao microrganismo testado.

1. Informagdes Gerais

Data do Inicio do Estudo: 22/Abr/2019
Data do Inicio do Experimento: 25/Abr/2019
Data do Término do Experimento: 06/Mai/2019
Relatério Final: 18/Mai/2019

2. Equipe Técnica

Diretor de Estudo Mariana Ayres Ferraz da Silva
Pesquisadora: Marina Gumiere
Técnico de Laboratdrio: Claudenice da Silva Aprijo
Assistente de Laboratério: Jéssica Poslednik

3. Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade tuberculocida de desinfetantes pelo Método
Presuntivo do item de teste Ciclo Germ 5G frente a Mycobacterium smegmatis.

4. Material e Métodos

4.1 Informagdes Referentes a 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 "

Concentragdo Declarada do i.a. 0,6%

(Patrocinador).

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

(Patrocinador):

Recebida em: 22/Fev/2019

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

Concentragdo Analisada do i.a. (Bioagri 0,650% (m/m) Blend: Cloreto de Didecy! 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 Didecy!

Dimethyi
Ammonium, n-Alquil Dimethyl Benzyl
Ammonium Chloride
FQ-LFQ-0027/19 Cloridrato de Polyhexametileno
Biguanida
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Numero do lote: 081119PD
Estado Fisico: Liquido limpido, incolor
Data de Fabricagéo: 30/Jan/2019
Data de Validade: 30/Jan/2021
Composigdo Declarada: 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 6,5EO  3,0%
Quantidade de Amostra Recebida: 9154g
Referéncia: ™ |nformagdes fornecidas pelo cliente

4.2 Equipamentos

Camara de fluxo
Camara Incubadora
Micropipeta
Cronometro Digital
Banho Maria
Autoclave

Phmetro
Termémetro de vidro

4.3 Material, Reagentes e/ou Solventes

Caldo Proskauer Beck + Tween
Solugdo de Fenol a 5%

Cilindro

Subcultura

Pipeta

Ponteira

Tubo estéril

4.4 Sistema-Teste

4.5.1 Descrigao

Espécie: Mycobacterium smegmatis
Referéncia: INCQS 00061

Origem: FIOCRUZ

Lote: 607061

4.5.2 Justificativa para a selecdo do sistema-teste

O sistema teste Mycobacterium smegmatis foi escolhido por ser uma espécie
recomendada pelas agéncias regulamentadoras governamentais para os testes de
eficacia para Avaliagdo da Atividade Tuberculocida e conforme recomendado
TOMASINO, S. (chapter editor). 6.3.06 AOAC - Official Methods 965.12
Tuberculocidal Activity of Disinfectants. In: HORWITZ, W & LATIMER, G. W (Editor).
Official Methods of Analysis of AOAC Internacional. 19"Edition, 2012.
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Gaithesburg: AOAC International, chapter 6 — Disinfectants, subchapter 3 — Other
Tests, 2012, p. 37-41.

4.5 Procedimento Experimental

4.5.1 Preparo dos Cilindros de Porcelana

Mergulharam-se 0S cilindros em solugéo de Triton X-100 e deixou-os por 2 horas,
lavando-os em seguida abundantemente com agua da torneira. Apbds a lavagem
mergulhou-se os cilindros em solugdo de NaOH 1 N, deixando por aproximadamente 12
horas e lavou-se com agua de torneira e depois com agua purificada até que o pH
ficasse neutro e entéo lavou-se 5 vezes com agua purificada. Colocou-se 0s cilindros em
multiplos de 20 em placas de Petri forradas com 2 folhas de papel filtro. Autoclavou-se
durante 20 minutos a 121°C e manteve a temperatura ambiente.

- Método Presuntivo: empregou-se 20 cilindros no ensaio com a amostra e 2 cilindros
nos controles

4.5.2 Preparo da suspensao bacteriana

Mycobacterium smegmatis (Método presuntivo):

A partir da cultura estoque, inoculou-se um tubo contendo 10mL de Proskauer-Beck
modificado e incubou-se por 48 horas + 2 horas na posigéo inclinada. Empregou-se uma
cultura de 48 horas e inoculou-se 2 a 3 tubos com 10 mL de Caldo Proskauer-Beck
modificado. Incubou-se de 6 a 7 dias a 36,0°C + 1,0°C, mantendo tubo em posicéo
inclinada nas primeiras 48 horas para permitiu-se uma superficie maxima de aeracao e
entso coloca-los na posigéo vertical por mais 4 a 5 dias. Adicionou-se 1,5mL da solugéo
de gelatina a 2% e homogeneizou-se em triturador de tecido ou erlenmeyer contendo
pérolas de vidro. Transferiu-se a suspensdo para tubos de ensaio e deixou-se as
particulas sedimentarem e transferiu-se o sobrenadante para outro tubo de ensaio.
Ajustou-se a turvagéo a 20% de transmitancia, em comprimento de onde de 650 nm,
utilizando o mesmo meio de cultura. Essa suspensdo foi usada para contaminar 0s
cilindros.

4.5.3 Rota de exposigao

O item de Teste Ciclo Germ 5G foi aplicado puro, na presenca de soro de cavalo,
conforme solic_itagéo do patrocinador, sendo sua exposigéo feita por 30 minutos.

4.5.4 Justificativa rota de exposicao

A forma de exposigdo do microrganismo do item de teste segue a especificagéo da
metodologia de referéncia: TOMASINO, S. (chapter editor). 6.3.06 AOAC - Official
Methods 965.12 Tuberculocidal Activity of Disinfectants. In: HORWITZ, W & LATIMER,
G. W (Editor). Official Methods of Analysis of AOAC Internacional. 19" Edition, 2012.
Gaithesburg: AOAC International, chapter 6 — Disinfectants, subchapter 3 — Other Tests,
2012, p. 37-41.

4.5.5 Administragdo do Item de Teste

Mycobacterium smegmatis (Método Presuntivo):

Transferiu-se 20 cilindros carreadores de porcelana usando gancho flambado para 15 a
20 mL da cultura teste padronizada em tubos. Apds 15 minutos de contato, removeu-se
as cilindros com gancho flambado, colocando-o0s na posigéo vertical em placas de Petri
forrada com 2 folhas de papel filtro. Fechou-se as placas e incubou-se a 36,0°C + 1,0°C
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por tempo entre 20 a 60 minutos para secagem. Empregou-se o produto conforme
determinacéo do patrocinador, de acordo com o item 4.5.3, distribuindo porcdes de 10mL
em 20 tubos de ensaio. Adicionou-se um cilindro contaminado em cada tubo a intervalos
de 30 segundos ou 1 minuto cronometradamente. Agitou-se e colocou-se no banho de
agua, e deixou-se atingir a temperatura (aproximadamente 10 minutos). Apés tempo de
contato, mantendo os intervalos de tempos descritos, transferiu-se os cilindros apos
drenar o excesso do produto, para tubo correspondente contendo 10mL de meio Caldo
Proskauer-Beck modificado ou para este meio com 0 neutralizante adequado. Apo6s 10
minutos, re-transferiu-se os cilindros para nova série de tubos com o mesmo meio de
subcultura. Incubar durante 12 dias a 36,0°C + 1,0°C.

4.5.6 Controle de Qualidade

Método Presuntivo:

Viabilidade do meio de subcultura: Adicionou-se um cilindro contaminado de cada cultura
a cada meio de subcultura utilizado e incubou-se como descrito no teste, houve
crescimento. -

Esterilidade do meio de subcultura: Incubou-se dois tubos de cada meio de subcultura
utilizado como indicado no teste, ndo houve crescimento.

Controle da esterilidade do soro de cavalo: Inoculou-se um tubo de cada meio de cultura
utilizado com 2mL de soro de cavalo estéril e incubou-se por 12 dias a 36,0°C + 1,0°C.
N&o houve crescimento.

Controle de agua purificada: Adicionou-se 0,2 mL da agua purificada a um tubo contendo
o caldo Proskauer-Beck modificado e incubou-se por 12 dias a 36,0°C + 1,0°C. Nao
houve crescimento.

Controle do lote de ponteiras e pipetas: Com a pipeta aspirou-se o caldo Proskauer-Beck
modificado acima da marcagdo da graduagdo, permitindo a saida do liqguido no mesmo
tubo (repetiu-se o procedimento 3 vezes). Foi o mesmo com as ponteiras de cada lote,
dispensando-as no tubo. Incubou-se por 12 dias a 36,0°C + 1,0°C. Nao houve
crescimento.

Controle de esterilidade dos cilindros de porcelana: Adicionou-se um cilindro estéril a um
tubo contendo caldo Proskauer-Beck modificado e incubou-se por 12 dias a 36,0°C *
1,0°C. N&o houve crescimento.

Controle de esterilidade da solucdo salina com polissorbato: Adicionou-se 0,2 mL da
solugdo de cloreto de sodio a 0,85% com 0,1% de polissorbato 80, utilizada para
preparar a suspens&o bacteriana da cultura teste a um tubo contendo o caldo Proskauer-
Beck modificado e incubou-se por 12 dias a 36,0°C + 1,0°C. N&o houve crescimento.
preparar a suspensé&o bacteriana da cultura teste a um tubo contendo o caldo Proskauer-
Beck modificado e incubou-se por 60 dias a 36°C + 1°C. Nao houve crescimento.

5. Desvios ao Plano de Estudo
5.1 Informagéo do Plano de Estudo

2. Equipe Técnica 6.2. Rota de Exposicéo.

5.2 Desvio

Mudou de:
Diretora de Estudo: Marina Gumiere, Dra
6.2. Rota de Exposicdo: O item de teste CICLO GERM 5G sera aplicado puro, na

presenca de soro de cavalo, conforme solicitagéo do patrocinador, sendo sua exposi¢éo
feita por 30 minutos.
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Mudou para: -
Diretora de Estudo: Mariana Ayres Ferraz da Silva

6.2. Rota de Exposicéo: O item de teste CICLO GERM 5G sera aplicado puro, conforme
solicitagdo do patrocinador, sendo sua exposicdo feita por 30 minutos, conforme
preconiza a metodologia.

5.3 Razao

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

Corregéo no item 6.2, pois a norma nao da abertura para a utilizagéo de soro de cavalo.
5.4 Impacto

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 0s Principios das Boas Praticas de Laboratério (BPL).

As alteragbes nao impactam nos resultados do estudo.

6. Resultados

Tabela 1: Leitura dos resultados

Microrganismo: | Mycobacterium sme matis Referéncia: INCQS 00061
Numero de
Meios de Cultura Tubos Auséncia Presenca
Utilizados
Resultados = A
Proskauer 20 20 Cilindros 0 Cilindros
Apds confirmagao 20 20 Cilindros 0 Cilindros

7. Conclusao

De acordo com a metodologia adotada e nas condigdes validadas do ensaio, o item de Teste foi
considerado satisfatério frente a cepa testada.

8. Referéncias Bibliograficas
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TOMASINO, S. (chapter editor). 6.3.06 AOAC - Official Methods 965.12 Tuberculocidal Activity
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Disinfectants, subchapter 3 — Other Tests, 2012, p. 37-41.
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ANEXO
Anexo 2 — Boletim de Analise — LFQ

MERIEUX

NutriSciences

BOLETIM DE ANALISE
BA LFQ-0075/19

K

DUSTRIA QUIMICA EIREL!
edito Jose de Carvalho Ramos, 1560, Serrana, SP, CEP: 14150-000

Endereco: Rua Ben

E " 3 t] SR —r

Identificagao do item de ensaio*: CICLO GERM 5G
Cadigo do item de ensaio: SAN-0077-01/19
Proposta: 00377/19

Composi¢an*:

Agua Deionizada 96,04 Q.S.P
Blend: Cloreto de Didecyl Dimethyl Ammonium, N-Alquil 0.6
Dimethyl Benzyl Ammonium Chloride, Agua. 2
Cloridrato de Polyhexametileno Biguanida 0,26
Mistura Mit/Cmit 1:3 Metilisotializolinona/Metilcloro 01
Isotializolinona :
Alcool Primario Etoxilado 6,5EQ 3.0
[informag&o Adicional*; Concentragéo Declarada do Ativo: 0.6%
Lote*: 081119PD
| Data de Fabricagao*: 30/Jan/2019
Data de Validade*: 30/Jan/2021
Quantidade recebida da amostra: 235 g

Data do recebimento do item de ensaio: 04/Fev/2019
Data de inicio do ensaio: 13/Fev/2019

Data do fim do ensalo: 14/Fev/i2019

Parametro analisado: Teor de Tensoativo Catiénico
[Metodologia utilizada: POP-M 2121 Rev.00
. sio oliente e/ou em

Concentragdo Analisada de
Tensoativo Catidnico 1 0,51 - 0,69

Peso Molecular utilizado: 360 g.mol”
Considerando RDC n® 69 de 17 de Dezembro de 2010

m
@

Obs:  Este Boletim de Andlise $6 pode ser reproduzido por intelro @ sem nenhuma alterago.
Este Boletim refere-se somente 4 amostra analisada, nde sendo extensivo a outros lotes efou produtos.
Plano de amostragem nao realizada palo Laboralério. Ll
Os documentos e registros gerados neste ensalo serdo mantidos no(s) arquivo(s) por um periodo de seis (8) anos.

Piracicaba, 19 de Fevereiro de 2019.

Marcio José Liberale
CRQ n® 04444804 - IV Regido
Responsavel Técnico
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MERIEUX

NutriSciences

BOLETIM DE ANALISE
FQ LFQ-0027119

ERECPER By s i i

. Idenﬂﬁcaqéo o item de ensaio™: CICL
Cédigg do item de ensaio: SAN-0077-01/19
Proggsta 09377/19

Agua Delonlzada 96,04 Q.S.P
Blend: Cloreto de Didecyl Dimethyl Ammonium, N-Alquil 0.6
Dimethyl Benzyl Ammonium Chioride, Agua. '
Cloridrato de Polyhexametileno Biguanida 0,26
Mistura Mit/Cmit 1:3 Metilisotializolinona/Metilcloro 0.1
Isotializolinona ;
Alcool Primario Etoxilado 8 5EQ 3,0
Informacdo Adicional®: Concentragéo Declarada do Ativo: 0,26%
Lote™: 081119PD g
Data de Fabricagao™: 30/Jan/2019

Data de Validade*: 30/Jan/2021
Quantidade recebida da amostra; 235 g
Data do recebimento do item de ensaio: 04/Fev/2019
Data de inicio do ensaio: 14/Fw12()19
Data do fim &oensaia 18/Fev/2C

Paramelro analisado: Teor do le A
| Metodolggia uﬂlmda POP-M 2245 Rev.00
'Inform géo f .. ecida "", dou e

B e

T ‘!“"'“‘ﬂ

Concsntragao Anallsada de g : T " o :
Biguanida 3 0,221 - 0,299
"Considerando RDC n® 59 de 17 de Dezembro de 2010

Obs:  Este Bolelim de Analise 56 pode ser reproduzido por inleiro e sem nenhuma alteragao.
Este Boletim refere-se somente a amostra analisada, ndo sendo extensivo a outros lotes e/ou produtos.
Plano de amostragem néo realizada pelo Laboratério.
Os documentos e registros gerados neste ensaio seréio mantidos nu(s) arquive(s) por um periodo de sels (6) anos.

Piracicaba, 18 de Fevereiro de 2019.

L eI a ) P

Marclo José Liberale
CRQ n® 04444804 — IV Regido
Responsavel Técnico
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