Relatério de Ensaio: RE0155.0034.16 MER[ EUX

Avaliagdo da Atividade tuberculocida pelo método . .
e sy NutriSciences

IH l

Titulo do Ensaio

Avaliag&o da Atividade tuberculocida pelo método confirmatério da substancia teste PRATICO 100 frente ao
microrganismo Mycobacterium bovis

Responsavel Técnica
Marina Gumiere, Dra.

Relatério Final
2111072016

Executado por

BIOAGRI Laboratérios Ltda.
Rod. SP 127, km 24
Telefone: +55 (19) 3429-7700 — Fax: +55 (19) 3429-7713
Caixa Postal 573 — CEP: 13412-000
Piracicaba/SP — Brasil
www.merieuxnutrisciences.com.br

Executado por

Bioagri Laboratdrios Ltda.
Via Vicente Verdi, n° 835 — Cédigo CHQ 465 com a Rodovia SP 308
Bela Vista — Distrito Industrial Il / Charqueada /SP
Fone: (19) 3486-0999 - CEP. 13515-000
Charqueada/SP - Brasil

Pagina 1 de 4 - RE0155.0034.16
Executado por Bioagri Laboratérios Lida.

Bioagri Laboratérios Ltda — Rod. Rio Claro/Piracicaba (SP 127) Km 24 - Caixa Postal 573
Piracicaba/SP - CEP; 13412-000 - Tel. (19) 3429-7700 www.merieuxnutrisciences.com.br




Relatério de Ensaio: RE0155.0034.16 §./: MER[EUX

Avaliagdo da Atividade tuberculocida pelo método /&Y NutriSciences
confirmatério.

IH l

Declaragdo de condugdo do ensaio

O ensaio descrito neste relat6rio de ensaio foi executado sob minha superviséo, de acordo com a metodologia AOAC (Official Methods of
Analyses of AOAC International) n® 965.12, rev.19 (2012).

Este relatério refere-se somente a amostra analisada, n&o sendo extensivo a outros lotes e/ou produtos. Pode ser reproduzido somente por
inteiro se sem nenhuma alterag&o. O Plano de amostragem n#o foi realizado pela BIOAGRI.

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

Os resultados e observagies apresentados neste boletim final s&o uma descrigio precisa dos dados brutos gerados durante a condugéo do
ensaio.

Os documentos e registros gerados neste ensaio serfio mantidos no(s) arquivo(s) da Bioagri Laboratérios Ltda por um periodo de seis (6)
anos.

As opinides e interpretagdes expressas nfo fazem parte do escopo da acreditacio deste laboratério.

MAs analises foram realizadas na Bioagri Laborat6rios — Filial de Charqueada, sob o CRL 0388 e responsavel Dra. Marina Gumiere Alves pelo
periodo de 07/07/2016 a 13/07/2016, apenas a conferéncia dos dados foi feita na Unidade Laboratérios — Piracicaba.

Maia Gumiere, Dra. Vol 2016

Responsavel Técnica dd mmm aaaa
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Dados da amostra:
Substancia teste: PRATICO 100
Lote (nota de rétulo): 16252001 Quantidade recebida da amostra: 6486 g
Data de Fabricagio (nota de rétulo): 06/2016 Data de Validade (nota de rétulo): 06/2018

Composigao declarada (patrocinador):

CONFIDENCIAL

Cadigo Bioagri: SAN-0770/16 Proposta: 03407/16 Data de recebimento: 23/06/2016
Data do inicio do teste; 07/07/2016

Data do término do teste: 10/10/2016

Concluséo do relatério: 21/10/2016

Metodologia de referéncia; AQAC 965.12 (19 ™ Edition, 2012).

1. DEFINICOES

Subcultura: cultivo realizado apés o contato do microrganismo teste com a amostra da substancia teste para verificagéo de microrganismos
sobreviventes.

Substancia teste: & qualquer espécie quimica, bioldgica ou biotecnolégica, formulagiio ou metabdlito, que estd sob investigago em um
estudo.

Atividade tuberculocida: agéo letal sobre micobatérias do g&nero Mycobacterium.

2. OBJETIVO

Este estudo teve por objetivo a avaliagdo confirmatéria da atividade tuberculocida da substancia teste.

3. MATERIAL E METODOS
O estudo foi conduzido pela norma AQAC (Official Methods of Analyses of AOAC International) N° 965.12, revisdo 19 (2012).
31 Preparo dos cilindros e da suspenséo bacteriana

Os cilindros de porcelana foram lavados com solugéo de Triton X-100, enxaguados em agua de tomneira, mergulhados em solugio de NaOH
por uma noite e, em segquida, lavados em &gua de torneira e purificada até pH neutro. Um total de 35 cilindros foi esterilizado a 121°C por 20
minutos.

A partir de uma cultura estoque de Mycobacterium bovis (INCQS 00062), mantida em Middlebrook 7H9 agar inclinado a 2-5°C, repicou-se em
tubos contendo caldo Proskauer-Beck modificado e incubou-se os tubos inoculados por cerca de 21 a 25 dias a 36+1°C. No final desse
periodo, &s culturas crescidas adicionou-se 1 mL de soluglo salina fisiolégica com 0,1% de polissorbato 80 e, em erlenmeyer contendo
pérolas de vidro, homogeneizou-se e ajustou-se a suspensdo para, aproximadamente, 20% de transmitancia a 650nm. Essa suspens&o
bacteriana foi empregada para contaminar os cilindros.

4. Procedimentos
Os tratamentos para a realizagfo do estudo foram:

A. Contato por 30 minutos, de 10 cilindros de porcelana contaminados com M. bovis (INCQS 00062) com a substéncia teste, na concentragéo
de 10 mL/ 1 Litro, seguido da transferéncia em soro de cavalo estéril;

B. Apds passagem pelo soro de cavalo, os cilindros foram transferidos para tubos com 20 mL de caldo Proskauer — Beck madificado; dos
mesmos tubos contendo soro de cavalo, allquotas de 4 mL foram retiradas e colocadas cada 2 mL em dois meios de subculiura: meio
Middlebrook 7H9 e meio de Kirchners.
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C. Controles positivos: adico de um cilindro contaminado, do mesmo lote utilizado no teste, nos caldos de subcultura especlfico empregados
no teste.

D.Teste de esterilidade: Meios de subcultura: incubagéo de dois tubos de cada meio de subcultura empregado, sem tratamento, nas condiges
do teste, incluindo soro de cavalo; Agua para diluig4o utilizada para diluir a substancia teste (quando aplicavel); lote de ponteiras utilizadas e
dos cilindros de porcelana estéreis.

E. Resisténcia do microrganismo frente ao fenol: 1:75 e 1:50, a partir de solugéo estoque de fenol a 5% (1:20).

Foram transferidos 35 cilindros de porcelana (10 empregados no teste, 5 para controle dos meios de subcultura e 20 para o controle de
fenol), estéreis, para 35,0 mL da suspens&o bacteriana. Apés 15 minutos de contato, os cilindros foram colocados sobre um papel de filtro, em
posi¢ao vertical, contido em uma placa de Petri, em seguida foram levados para incubagsio 36 + 1 °C por 30 minutos, para secagem.

A substancia teste foi testada conforme recomendagéo do fabricante (item 4.A). Adicionou-se, entdo, um cilindro contaminado e seco, a
intervalos de um minuto, a cada um dos 10 tubos contendo a substancia teste mantida em banho-maria a 20°C. Cuidados foram tomados para
ndo tocar as paredes dos tubos com os cilindros e ou gancho de transferéncia contaminados. Ap6s 30 minutos de contato, os cilindros foram
transferidos para tubos contendo 10 mL de soro de cavalo estéril e, em seguida transferidos para caldo Proskauer-Beck modificado; dos tubos
contendo soro de cavalo aliquotas de 4 mL foram retiradas e transferidas cada 2 mlL para dois meios de subcultura: Middlebrook 7H9 e meio de
Kirchners. Os tubos foram agitados e incubados por 60 dias a 36 £ 1°C. A leitura dos resultados foi realizada através da observagao dos tubos,
quanto a presenga ou auséncia de crescimento do microrganismo, comparados ao controle positivo.

N&o havendo crescimento apos esse perfodo de incubagdo os tubos séo reincubados por mais 30 dias, antes da leitura final do ensaio.

5.RESULTADOS E CONCLUSAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar se a substancia teste pode ser considerada satisfatéria como desinfetante tuberculocida através da
exposicdo ao microrganismo especlfico, segundo o método de avaliagio confirnatéria, quando a substincia teste deve eliminar o
microrganismo nos 10 cilindros carreadores utilizados e, ndo devera ocorrer crescimento nas aliquotas de 2 mL de soro de cavalo inoculadas
nos dois meios de cultura extras.

O estudo foi considerado valido, pois os controles realizados (itens 4.D e E), conduzidos junto ao teste, corresponderam aos resultados esperados.

Os resultados obtidos estéio expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Avaliagio da presenca /auséncia de crescimento apés 90 dias de incubagéo.

a TN A e X ALY - ..e‘%r.e]—ll A e
Mycobacterium bovis
BCG Moreau INCQS 00062 10

Legenda: P= meio Proskauer Beck modificado (cilindros de porcelana); K= Kirchners (aliquota com soro de cavalo); M = Middlebrook (aﬁquota com soro
de cavalo).

De acordo com a metodologia empregada e pelos resultados obtidos, a substancia teste PRATICO 100 foi considerada satisfatéria quanto a
sua atividade tuberculocida frente ao microrganismo testado.
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