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SIGLAS E DEFINICOES

mm Milimetro . . )

mL Mililitro i ]

pL Microlitro ]

AOCAC The Association of Official Analytical Chemist

ATCC American Type Culture Collection

BPL Boas Praticas de Laboratério

CAS Chemical Abstracts Service

Cgcre Coordenacao Geral de Acreditacdo do Inmetro

DE | Diretor de Estudo - el e
| DICLA Divisdo de Acreditagdo de Laboratérios ] A

RDC Resolucdo da Diretoria Colegiada B

F Formulario

FC Fase Critica . ..

GQ Garantia da Qualidade

GL Geral de Laboratorio N

GIT Gerente da Instalagéo Teste _

Tecnica de coloragdo histologica de larga utilizacao na
GRAM bacteriologia, baseada na maior ou menor relencdo de cerios

corantes no interior da célula bacteriana devido a estrutura e
composicdo quimica de sua parede celular,

IT Instalacao de Teste

ITR Instrucdo de Trabalho

Sigla de "International Union of Pure and Applied Chemistry", que
em portugues & "Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada".

IUPAC A IUPAC & uma organizacdo que foi criada com o cbjetivo de
elaborar as regras da nomenclatura oficial de todos os compostos
guimicos.

MB Microbiologia

NIT Norma Inmetro Técnico

PE Plano de Estudo

POP Procedimento Operacional Padrao

SA Staphylococcus aureus

SIT Sistema Teste

SUT Substancia Teste

TSA Tryptic Soy Agar / Agar Triptona Soja

UFC Unidades formadoras de coldnia

u.v. Ultravioleta
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DECLARACAO DA GARANTIA DA QUALIDADE

Este relatério final, n® B.1042019.2020, foi inspecionado e revisado pela Garantia da
Qualidade da IT ECOLYZER, localizada a rua Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP 04164-
001 — S&o Paulo - SP, sendo avaliados sua clareza, contetido e, que ele reflete os dados brutos.

Também foram avaliadas suas fases criticas (FC): FC I: preparo do sistema teste; FC II:
contaminagédo dos carreadores; FC Ili- {ransferéncia dos carreadores para tubos com meio de
cultura, apés tempo de contato com a SU T; FC IV: leitura, nas datas listadas abaixo, e informadas ao
GIT e DE.

Eu, Claudia Cristina Ramos, como representante da Garantia da Qualidade da IT ECOLYZER
declaro que todas estas medidas garantem a aderéncia do estudo aos Principios das Boas Praticas
de Laboratério como estabelecido pela NIT-DICLA-035/Cgcre. O Certificado de Reconhecimento
BPL consta neste Relatério Final.

Inspegdes de Estudo -
PE / Fase Critica / RF IE:;Z ;';0 e
| Plano Geral de Estudo 05/02/2020 05/02/2020 .
Suplemento Especifico do Estudo 14/09/2020 14/09/2020 J
Preparo do sistema teste (FC 1) 11/02/2020 18/02/2020
Contaminagdo dos carmreadores (FC H_] 11/02/2020 18/02/2020
Transf. dos carreadores para tubos com meio de cuit_a_.r_:j (FE E)_J 1_ 1_!03'202?_ J 1 §;32-f1_220 |
Leitura (FC IV) B ______ ) J 13?2_!2_02_0_- ir_ 18?2!_20_20_
Relatério Final. - ‘ _21@20_22 ___2_‘_1!09;‘2“02;) A
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REPRESENTANTE DA GARANTIA DA QUALIDADE
Nome: Claudia Cristina Ramos

Formagéo: Quimica - CRQ IV 0416158

Enderego: Rua Roméao Puiggari, 898 — Vila das Mercés -
CEP: 04164-001 Sao Paulo - SP

Telefone: (11) 2969-5020
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RESUMO

A avaliacdo da atividade bactericida possui a finalidade de determinar a capacidade do ativo
presente na substancia teste em eliminar o sistema teste.

O procedimento baseia-se na introducéo de cilindros carreadores, previamente contaminados com o
microrganismo alvo em tubos de ensaio contendo a substancia teste, onde, permanecem pelo tempo
de contato definido. Posteriormente, os cilindros sio transferidos para tubos de ensaio contendo
meio de subcultura adequado e incubados por no minimo 46 horas.

No estudo realizado com a substancia teste — POWER PLUS, ndo houve crescimento do sistema
teste, comprovando a eficacia bactericida em sua formulagio nas condi¢cdes estabelecidas neste

estudo.
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1. INTRODUCAO

Bactérias sdo organismos relativamente simples, compostos de uma Unica célula, definidos como
procariotos.

Esses micro-organismos sao frequentemente associados a causa de muitas doencas, porém alguns
possuem efeitos benéficos.

O controle voltado para destruicdo de micro-organismos nocivos (patdgenos) é denominado
desinfeccdo, que pode ser feito através de varios mecanismos, entre eles a utilizacdo de substancias
quimicas.

Existem varios ativos biocidas e a selegdo desses agentes depende'da superficie onde sera
aplicado, podendo ser um tecido vivo ou uma substancia inerte, e também do tipo de micro-
organismo que se pretende eliminar, podendo ser bactérias gram-negativas ou gram positivas, além
de formadoras de esporos, entre outras.

A avaliacdo da eficacia bactericida em desinfetantes possui a finalidade de fornecer informacgées em

relagao ao efeito letal presente na substancia teste, capaz de eliminar o sistema teste (bactéria).

2, OBJETIVO
Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia bactericida da SUT POWER PLUS de acordo com
suas especificagdes de aplicacdo determinadas pelo patrocinador e declaradas no ltem 4.2

Substancia Teste (SUT), frente ao sistema teste Staphylococcus aureus.

3. DATAS
Inicio do Estudo (Suplemento)
15/09/2020 i
FASE ANALITICA
Inicio Término
15/09/2020 17/09/2020
Fase Critica | Fase Critica Il Fase Critica Il Fase CriticalV
Transferéncia dos
Preparo do sistema Contaminagdo dos carreadores para tubos
teste calreacdlores com mefo de cultura, Leitura
apos tempo de contato
comaSUT
15/09/2020 15/09/2020 15/09/2020 17/09/2020

Término do Relatério Final

21/09/2020

“Instalagdo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Praticas de Laboratdério — BPL"
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sistema Teste (SIT)

upo ...
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Nomenclatura cientifica / Quimica

Staphylococcus aureus

Nomenclatura usual

Staphylococcus aureus

ATCC (American Type Culture Collection)

6538

Lote do SIT

SA150920

4.2. Substancia Teste (SUT)

Caodigo Ecolyzer

69249 / 12034-2 / 2020.0

Nome comercial

POWER PLUS

Ingrediente ativo

Cloreto de benzalcénio 80%

Composi¢cdo Quimica

Numero CAS e/ou nome IUPAC

OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL
8001-54-5

Caracterizacao

*Teor do Ingrediente Ativo: 13,24% (conforme
item — 4.2.1 Relatério de Teor)

Cor: Verde

Aparéncia: Liquido
Lote 001
Fabricacao 19/06/2020
Validade 19/06/2022
Condicao de Armazenamento Temperatura ambiente
Destinagao Descarte

Modo de Agdo e/ou Aplicagdo

Aplicar a SUT na diluigdo de 1 litro para 500
litros de agua no tempo de contato de 10
minutos, em condicdes limpas.

*Informacao declarada pela IT.

OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL

‘Instalagdo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Préticas de Laboraldrio — BPL”
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4.2.1 Relatério de Teor

Relatorio de Analises
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4.3. Delineamento experimental do estudo - Fase de Laboratério

O estudo foi realizado na IT Ecolyzer, localizada a rua Romio Puiggari 898 - Vila das Mercés - Sao
Paulo-SP — CEP 041 64-001, no Laboratério de Microbiologia (MB).

4.3.1. Meios de Cultura e Solugdes

Meio de cultura e solucdes | Ciclo esterilizacdo / Lote solugao
Caldo Letheen (Nutriente + reagentes) 328/20
Agar TSA ] 319/20
Hidréxido de Sédio 1N | S-MB 169/20
Fenolftaleina a 1% S-MB 111/20
Solucdo tampao Fosfato : 326/20
Agua Purificada Estéril 327120

As preparacées das solucdes foram realizadas confofme descrito na ITR-MB 12

4.3.2. Material Estéril

Material

Ciclo/Lote Observagées
Cilindros carreadores | 329/20 Esterilizado em autoclave
Tubos de ensaio - 25 x 150 mm 330/20 Esterilizado em autoclave
Placas de Petri com papel filtro 327/20 Esterilizado em autoclave
Ponteiras 331/20 Esterilizado em autoclave
Frasco 316/20 | Esterilizado em autoclave
Pipeta graduada 1'10219-4 Adquirido previamente esterilizado
Placa de Petri descartavel 7166 ;I Adquirido previamente esterilizado
Pipeta de Pasteur  20181225C _ Adquirido pre;uiamente esterilizado

4.3.3. Suprimentos Diversos Auxiliares

Material Observagées

Tubos de ensaio - 20 x 150mm Tubos utilizados para meios de cultura e subcultura

Béquer Preparo da SUT, Mantido em luz U.V preventivamente

Estante para tubos de ensaio Suporte e organizacao tubos do estudo

Gancho de transferéncia Transferéncia dos carreadores durante o procedimento

‘Instalacdo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Préticas de Laboratério — BPL™
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4.3.4. Equipamentos e Vidrarias Volumétricas Utilizadas

Equipamentos e Vidrarias Volumétricas utilizadas

Nome
Banho ulfra termostatico com circulador
Banho ultra termostatico com circulador *
Estufa incubadora
Camara de fluxo laminar .

Camara de fluxo laminar i
Micropipeta e
Micropipeta ;
Cronémetro
Cronometro
Termbmetro digital
Balanca

Termoémetro de vidro

Termdmetro de vidro

Banho Ultrassénico

Esterilizador infravermelho
Esterilizador infravermelho |
Agitador de tubos
Espectrofotometro |
Contador de Coldnias |
Balzo Volumétrico de 1000 mL |

4.3.5. Preparo dos cilindros carreadores

Identificagdo
BMT 01
BMT 02
INC 12
CFL 02
CFL 03
MIP 32
MIP 52
CRO 20
CRO 29
TRD 21
BAD 04

TRM 58

TRM 60
BUS 04
EIV 01
EIV 06
AGT 11
ESP 03
COC 02
MB 046.14

Os cilindros foram colocados em tubos de ensaio, cobertos com agua e esterilizados por

autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Depois foram mantidos em temperatura ambiente.

4.3.6. Preparo do Sistema Teste

Os tubos contendo o micro-organismo cultivado, foram agitados por aproximadamente 4 segundos e

apls esse processo, foram deixados em repouso durante 10 minutos em temperatura ambiente.

Apos o intervalo, foi retirada a parte superior de cada cultura e transferida para um frasco estéril.

Este frasco contendo o indculo sem detritos foi agitado e ajustado no espectrofotémetro de acordo
com o relatério de validacdo — VERIFICACAO DE SUSPENSOES MICROBIOLOGICAS
PREPARADAS EM DENSIMAT E ESPECTROFOTOMETRO —~ NUMERO 002.01/18, para atender a
faixa aceitavel indicada no item 3.2.2.13 e utilizado para o sistema teste.

“Instafagdo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Préticas de [aboratério — BPL"
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4.3.4. Equipamentos e Vidrarias Volumétricas Utilizadas

Equipamentos e Vidrarias Volumétricas utilizadas

Nome
Banho ulfra termostatico com circulador
Banho ultra termostatico com circulador *
Estufa incubadora
Camara de fluxo laminar .

Camara de fluxo laminar i
Micropipeta e
Micropipeta ;
Cronémetro
Cronometro
Termbmetro digital
Balanca

Termoémetro de vidro

Termdmetro de vidro

Banho Ultrassénico

Esterilizador infravermelho
Esterilizador infravermelho |
Agitador de tubos
Espectrofotometro |
Contador de Coldnias |
Balzo Volumétrico de 1000 mL |

4.3.5. Preparo dos cilindros carreadores

Identificagdo
BMT 01
BMT 02
INC 12
CFL 02
CFL 03
MIP 32
MIP 52
CRO 20
CRO 29
TRD 21
BAD 04

TRM 58

TRM 60
BUS 04
EIV 01
EIV 06
AGT 11
ESP 03
COC 02
MB 046.14

Os cilindros foram colocados em tubos de ensaio, cobertos com agua e esterilizados por

autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Depois foram mantidos em temperatura ambiente.

4.3.6. Preparo do Sistema Teste

Os tubos contendo o micro-organismo cultivado, foram agitados por aproximadamente 4 segundos e

apls esse processo, foram deixados em repouso durante 10 minutos em temperatura ambiente.

Apos o intervalo, foi retirada a parte superior de cada cultura e transferida para um frasco estéril.

Este frasco contendo o indculo sem detritos foi agitado e ajustado no espectrofotémetro de acordo
com o relatério de validacdo — VERIFICACAO DE SUSPENSOES MICROBIOLOGICAS
PREPARADAS EM DENSIMAT E ESPECTROFOTOMETRO —~ NUMERO 002.01/18, para atender a
faixa aceitavel indicada no item 3.2.2.13 e utilizado para o sistema teste.
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Verificacédo de neutralizacio do ativo

Foi adicionado um cilindro estéril em tubo contendo a substancia teste. O cilindro foi agitado e
transferido para um tubo contendo o meio de subcultura utilizado e entso adicionou-se o indculo do
sistema teste, gerando uma concentragao de 61 UFC/tubo.

Enumeracéo de bactérias viaveis nos cilindros carreadores

Um carreador de cada bateria teste foi transferido para um tubo contendo 10 mL de subcultura e
submetido a processo de extragdo em banho ultrassénico (mantendo-os em um béquer com nivel de

agua equilibrado dentre as fases aquosas), seguido de diluiciao seriada e plaqueamento em agar
TSA.

4.3.10. Leituras e Resultados
As leituras foram realizadas através da avaliacio da presenca ou auséncia de turvagéo nos tubos do
teste, o controle de enumeracao foi avaliado através da contagem das colénias obtidas nas placas da

diluicdo seriada e transformado em logaritmico, foram observados os seguintes resultados:

Parametro ' Resultado Observado
Leitura - Bateria 1/ Bateria 2 Auséncia de turvagdo em 60
carreadores
Enumeracao de bactérias viaveis nos cilindros Log: 6.52
carreadores - Bateria 1 9-6,
Enumeracéo de bactérias viaveis nos cilindros Log: 6.56
carreadores - Bateria 2 9:9,
Viabilidade do meio de subcultura Presenca de crescimento
Esterilidade dos cilindros carreadores Auséncia de crescimento
Verificagao de neutralizacéo do ativo Presenca de crescimento

4.3.11. Critérios de aceitagio
A agéo bactericida da substancia teste sera evidenciada, quando for capaz de eliminar o sistema
teste em 57 dos 60 cilindros utilizados.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os tubos de ensaios contendo os carreadores com o meio de subcultura foram analisados através da
presenca ou auséncia de turvagso.

Como ndo foi observada a presenca de turvacdo nos 60 tubos, considera-se que nao houve
crescimento do sistema teste apés o tempo de contato.

No controle de esterilidade dos cilindros carreadores nao foi observado presenca de crescimento

microbiano. No controle de viabilidade do meio de subcultura ocorreu a presenca de turvacio
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(comprovando o crescimento do sistema teste aderido ao cilindro carreador); as enumeracoes dos
carreadores demonstraram que a concentragao do sistema teste estava dentro do limite permitido e a
verificag@o da neutralizagéo do ativo permitiu crescimento microbiano, desta forma, os controles

discutidos validam os resuitados apresentados.

6. CONCLUSAO
Através dos resultados apresentados e discutidos, podemos concluir que a SUT POWER PLUS
demonstrou atividade bactericida frente o sistema teste Staphylococcus aureus, na indicagéo de 1

litro para 500 litros de dgua e tempo de contato de 10 minutos.

7. REGISTROS

Todos os dados originais e registros desse estudo serio arquivados na IT Ecolyzer, localizada Rua
Roméo Puiggari, 898 ~ Vila das Mercés — CEP 04164-001 — S0 Paulo-SP.

Os registros mantidos incluem e n&o se limitam a: correspondéncias pertinentes aos estudos, plano
de estudo, desvios ou emendas ao Plano de Estudo, registros de cadeia de custédia da SUT (F-GL
01 - Cadeia de Custédia de Substancia Teste) e SIT (F-MB 14 - Cadeia de custédia para micro-
organismos e controle de lotes dos sistemas teste), dados brutos (F-MB 06 — Atividade Bactericida —
Método Diluigdo de Uso - AOAC) e outros documentos relacionados 3 interpretacdo e avaliagdo dos
resultados, bem como uma cépia do Relatério Final. Esses registros serdo arquivados na IT

Ecolyzer, por um periodo de 05 anos.

8. ARMAZENAMENTO DA SUTE SIT
A SUT permanecera armazenada na sala de Armazenamento de Substancia Teste.

O SIT permanecera armazenado no refrigerador de Armazenamento de Micro-organismos.

9. GUIAS OFICIAIS DE TESTE
POP-MB 02.05 ATIVIDADE BACTERICIDA — METODO DILUICAO DE USO — AOAC.

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Testing Disinfectants against Staphylococcus aureus - Use-Dilution Method, AOAC Official Method
955.15, AOAC 21th Edition — 2019.
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SIGLAS E DEFINICOES

mm Milimetro - -
mL Mililitro ) o a i
ul Microlitro =)
AQAC The Association of Official Analytical Chemist
ATCC American Type Cuiture Collection B -
BPL Boas Praticas de Laboratdrio
CAS Chemical Abstracts Service
Cgcre Coordenacao Geral de Acreditacéo do Inmetro N

| DE Diretor de Estudo . ] . e
DICLA Divisdo de Acreditacao de Laboratérios ]
RDC Resolugéo da Diretoria Colegiada -
F Formulario )
FE Fase Critica
GQ Garantia da Qualidade B
GL Geral de Laboratério
GIT Gerente da Instalacio Teste _

Tecnica de coloragdo histologica de larga utilizagdo na

GRAM bacteriologia, baseada na maior ou menor retencdo de certos

corantes nc interior da célula bacteriana devido a estrutura e
composicao quimica de sua parede celular.

IT Instalacao de Teste

ITR Instrugéo de Trabalho
Sigla de "International Union of Pure and Applied Chemistry”, que
em portugués & "Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada".

IUPAC AIUPAC ¢ uma organizacdo que foi criada com o objetivo de
elaborar as regras da nomenclatura oficial de todos os compostos
quimicos.

MB Microbiologia

NIT Norma Inmetro Técnico g

FE Plano de Estudo -

POP Procedimento Operacional Padrao o s

SC Salmonella enterica subsp.enterica serovar choleraesuis ]

SIT Sistema Teste .

SUT Substancia Teste

TSA Tryptic Soy Agar / Agar Triptona Soja =

UFC Unidades formadoras de colbnia

U.Vv. Ultravioleta
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DECLARAGAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO

O presente estudo foi conduzido de acordo com os principios das Boas Praticas de
Laboratérios (BPL), em conformidade com a NIT-DICLA-035/Cgcre.

Todos os documentos referentes ao presente estudo, dados brutos, planc de estudo e cépia
do relatério final, assim como substancia teste, encontram-se a disposicdo do patrocinador na IT
ECOLYZER, localizada & rua Romao Puiggari. 898 — Vila das Mercés — CEP 041684-001 — Sao
Paulo-SP.

DIRETOR (A) DE ESTUDO

Nome: Sabrina Menchini
Formacao: Bidloga — CRBio 51761/01-D
Endereco: Rua Romé&o Puiggari, 898 — Vila das Mercés -

CEP: 04164-001 - Sao Paulo - SP ng,W',‘a_\vv\Lu(LML“
/

Telefone: (11) 2969-5020

End. Eletronico: sabrina@ecolyzer.com.br ;09 ;) 2000
| EQUIPE IT ECOLYZER B
Nome = Responsabilidade
Glaucio Pereira Machado Gerente da Instalagéo Teste
Claudia Cristina Ramos Garantia da Qualidade
Carolina da Silva Ferreira Analista
Lauro Uezu Prezzi Recebimento de Substancia Teste

GERENTE DA INSTALAGAO DE TESTE (GIT)

Nome: Glaucio Pereira Machado

Formacgéo: Veterinario — CRMV SP n°20396
Endereco: Rua Roméo Puiggari, 898 — Vila das Mercés m u
S&o Paulo — SP. CEP: 04164-001

Telefone: (11) 2969-5020

End. Eletrénico: glaucio@ecolyzer.com.br 2/( q ZDQD
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DECLARAGAO DA GARANTIA DA QUALIDADE

Este relatério final, n°® B.1042031.2020, foi inspecionado e revisado pela Garantia da
Qualidade da IT ECOLYZER, localizada & rua Romé&o Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP 04164-
001 — Sao Paulo - SP, sendo avaliados sua clareza, contelido e, que ele reflete os dados brutos.

Também foram avaliadas suas fases criticas (FC): FC /- preparo do sistema teste; FC Ii:
contaminacdo dos carreadores; FC llI: transferéncia dos carreadores para tubos com meio de
cultura, apos tempo de conlato com a SUT; FC IV: leitura, nas datas listadas abaixo, e informadas ao
GIT e DE.

Eu, Claudia Cristina Ramos, como representante da Garantia da Qualidade da IT ECOLYZER
declaro que todas estas medidas garantem a aderéncia do estudo aos Principios das Boas Praticas
de Laboratdrio como estabelecido pela NIT-DICLA-035/Cgcre. O Certificado de Reconhecimento
BPL consta neste Relatdrio Final.

Inspecées de Estudo -
PE / Fase Critica / RF Al da iy
Inspegdo Relato
Plano Geral de Estudo 05/02/2020 05/02/2020
Suplemento Especifico do Estudo 14/09/2020 14/09/2020
Preparo do sistema teste (FC 1) 10/02/2020 13/02/2020
Contaminagéo dos camreadores (FC II) 10/02/2020 13/02/2020
Transf. dos carreadores para tubos com meio de cultura (FC 1) 10/02/2020 13/02/2020
Leitura (FC V) 12/02/2020 13/02/2020
Relatorio Final 21/09/2020 21/09/2020
__GIT___ | Glaucio Pereira Machado |
Pessoal Informado (PE, FC, RF) DE Sabrina Menchini ]

REPRESENTANTE DA GARANTIA DA QUALIDADE
Nome: Claudia Cristina Ramos

Formacgdo: Quimica - CRQ IV 0416158
Endereco: Rua Rom&o Puiggari, 898 — Vila das Mercés -

CEP: 04164-001 Séo Paulo - SP 0 —

Telefone: (11) 2969-5020
End. Eletronico: claudia@ecolyzer.com.br DA 0% 20050
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RESUMO

A avaliagdo da atividade bactericida possui a finalidade de determinar a capacidade do ativo
presente na substancia teste em eliminar o sistema teste.

O procedimento baseia-se na introdugdo de cilindros carreadores, previamente contaminados com o
microrganismo alvo em tubos de ensaio contendo a substancia teste, onde, permanecem pelo tempo
de contato definido. Posteriormente, os cilindros sao transferidos para tubos de ensaio contendo
meio de subcultura adequado e incubados por no minimo 46 horas.

No estudo realizado com a substancia teste ~ POWER PLUS, nac houve crescimento do sistema
teste, comprovando a eficacia bactericida em sua formulagdo nas condiges estabelecidas neste
estudo.
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1. INTRODUGCAO

Bactérias sdo organismos relativamente simples, compostos de uma tnica célula, definidos como
procariotos.

Esses micro-organismos s&o frequentemente associados a causa de muitas doencas, porém alguns,
possuem efeitos benéficos,

O controle voltado para destruigdo de micro-organismos nocivos (patdgenos) & denominado
desinfecgéo, que pode ser feito através de varios mecanismos, entre eles a utilizacdo de substancias
quimicas.

Existem varios ativos biocidas e a selegido desses agentes depende da superficie onde sera
aplicado, podendo ser um tecido vivo ou uma substancia inerte, e também do tipo de micro-
organismo que se pretende eliminar, podendo ser bactérias gram-negativas ou gram positivas, além
de formadoras de esporos, entre outras.

A avaliagéo da eficacia bactericida em desinfetantes possui a finalidade de fornecer informacées em

relagéo ao efeito letal presente na substancia teste, capaz de eliminar o sistema teste (bactéria).

2. OBJETIVO
Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia bactericida da SUT POWER PLUS de acordo com
suas especificacbes de aplicacdo determinadas pelo patrocinador e declaradas no Item 4.2

Substéncia Teste (SUT), frente ao sistema teste Salmonella enterica subsp.enterica serovar

choleraesuis.
3. DATAS
Inicio do Estudo (Suplemento) -
14/09/2020 N
FASE ANALITICA B
Inicio B ~____Término
14/09/2020 ~_16/09/2020
Fase Critical Fase Critica Il Fase Criticall | Fase CriticalV
Transferéncia dos
Preparo do sistema Contaminagédo dos carreadores para tubos
teste carreadores com meio de culfura, Leitura
apos tempo de contato
com a SUT
14/09/2020 14/09/2020 14/09/2020 16/09/2020

Término do Relatério Final

21/09/2020
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sistema Teste (SIT)

RF (B.1042031.2020)

Nomenclatura cientifica / Quimica

Salmonella enterica subsp.enterica serovar
choleraesuis

Nomenclatura usual

Salmonella enterica subsp.enterica serovar
choleraesuis

ATCC (American Type Culture Collection)

10708

Lote do SIT

SC140920

4.2. Substancia Teste (SUT)

Cddigo Ecolyzer

69249 / 12034-2 / 2020.0

Nome comercial

POWER PLUS

Ingrediente ativo

Cloreto de benzalconio 80%

Composi¢cdo Quimica

Numero CAS e/ou nome [UPAC

OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL
8001-54-5 . '

*Teor do Ingrediente Ativo: 13,24% (conforme item
—4.2.1 Relatorio de Teor)

Caracterizacao Bor Verda

Aparéncia: Liquido
Lote 001
Fabricacéo 19/06/2020
Validade 19/06/2022
Condigédo de Armazenamento Temperatura ambiente
Destinacao Descarte

Modo de Acéo e/ou Aplicacdo

Aplicar a SUT na diluigdo de 1 litro para 500 litros
de agua no tempo de contato de 10 minutos, em
condicdes limpas.

*Informacéo declarada pela IT.

Desvio n°01: Correcio da composicdo quimica de (%): Cloreto de Benzalcénio: 15; Nano prata: 9;
Esséncia: 1,5; Corante: 0,01: Agua: 74,49; conforme descrito no suplemento, para (%): Cloreto de
Benzalconio: 16; Nano prata: 9; Esséncia: 1,5: Corante: 0,01; Agua: 73.49; conforme solicitagio do

patrocinador.
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F-GL 24.06

Aprovado em: 03/09/2019

Relatério Final de Estudo BPL Pagina 8 de 15



RF (B.1042031.2020)

4.2.1 Relatdrio de Teor
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4.3. Delineamento experimental do estudo — Fase de Lahoratério

O estudo foi realizado na IT Ecolyzer, localizada a rua Romao Puiggari 898 - Vila das Mercés - Sao
Paulo-SP — CEP 04164-001, no Laboratdrio de Microbiologia (MB).

4.3.1. Meios de Cultura e Solugdes

Meio de cultura e solugdes Ciclo esterilizacdo / Lote solugio
Caldo Letheen (Nutriente + reagentes) 325/20
Agar TSA 319/20
Hidréxido de Sédio 1N S-MB 160/20
Fenolftaleina a 1% S-MB 111/20
Soluggo tampio Fosfato 326/20
Agua purificada 326/20

As preparacdes das solucdes foram realizadas conforme descrito na ITR-MB 12

4.3.2. Material Estéril

Material CiclolLote Observagdes
Cilindros carreadores 323/20 Esterilizado em autoclave
Tubos de ensaio - 25 x 150 mm | 324/20 ' Esterilizado em autoclave
Placas de Petri com papel filtro 326/20 Esterilizado em autoclave
Ponteiras 326/20 Esterilizado em autoclave
Frasco 316/20 Esterilizado em autoclave
Pipéta graduada 110219-4 Adquirido previamente esterilizado
Placa de Petri descartavel 7166 Adquirido previamente esterilizado
Pipeta de Pasteur 20181225C | Adquirido previamente esterilizado

4.3.3. Suprimentos Diversos Auxiliares

Material : Observacoes

Tubos de ensaio - 20 x 150mm Tubos utilizados para meios de cultura e subcultura

Béquer Preparo da SUT, Mantido em luz U.V preventivamente

Estante para tubos de ensaio Suporte e organizacéo tubos do estudo

Gancho de transferéncia Transferéncia dos carreadores durante o procedimento

‘Instalacdo Teste reconhecida em confarmidade aos principios das Boas Préticas de Laboratério — BPL"
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4.3.4. Equipamentos e Vidrarias Volumétricas Utilizadas

Equipamentos e Vidrarias Volumétricas utilizadas

Nome Identificagéo

Banho ultra termostatico com circulador BMT 01
Banho ultra termostatico com circulador BMT 02
Estufa incubadora INC 11
Camara de fluxo laminar CFL 02
Camara de fluxo laminar | CFL 03
Micropipeta J MIP 32
Micropipeta MIP 52
Cronémetro ! CRO 20
Crondémetro CRO 29
Termémetro digital TRD 12
Balanca BAD 04
Termémetro de vidro ;' TRM 58
Termoémetro de vidro TRM 60
Banho Ultrassénico BUS 04
Esterilizador infravermelho EIV 01
Esterilizador infravermelho EIV 06
Agitador de tubos AGT 11
Espectrofotémetro ESP 03
Contador de Colénias COC 02
Baldo Volumétrico de 1000 mL MB 052.15

4.3.5. Preparo dos cilindros carreadores
Os cilindros foram colocados em tubos de ensaio, cobertos com agua e esterilizados por

autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Depois foram mantidos em temperatura ambiente.

4.3.6. Preparo do Sistema Teste
Os tubos contendo o micro-organismo cultivado, foram agitados por aproximadamente 4 segundos e
apos esse processo, foram deixados em repouso durante 10 minutos em temperatura ambiente.
Apbs o intervalo, foi retirada a parte superior de cada cultura e transferida para um frasco estéril.
Este frasco contendo o inéculo sem detritos foi agitado e ajustado no espectrofotdmetro de acordo
com o relatério de validagdo — VERIFICACAO DE SUSPENSOES MICROBIOLOGICAS
PREPARADAS EM DENSIMAT E ESPECTROFOTOMETRO — NUMERO 002.01/18, para atender a

faixa aceitavel indicada no item 3.2.2.13 e utilizado para o sistema teste.

“Instalacdo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Préticas de [aboratdrio — BPL"
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Adicionou-se quantidade suficiente do inéculo bacteriano para cobrir os carreadores. Apos 15
minutos de contato em temperatura ambiente, os cilindros foram transferidos em posigéo vertical
para uma placa de petri contendo papel filtro previamente esterilizados e entao incubados a 36 + 1°C

por 40 minutos.

4.3.7. Preparo da Substiancia Teste
A substancia teste foi preparada conforme indicado no Modo de Agéo e/ou Aplicacdo descrito no item
4.2 e entdo foi distribuida em aliquotas de 10 mL em 60 tubos de ensaio estéreis divididos em 2
estantes (30 tubos por estante). As estantes foram identificadas com o numero do plano de estudo
no primeiro tubo e entéo foram levadas ao banho-ultratermostatico com circulador para atingir a
temperatura de 20°C.

4.3.8. Procedimento Teste

O teste foi feito em 2 baterias com 30 carreadores.

Utilizando os carreadores impregnados (SIT), foi iniciada a transferéncia dos carreadores para os
tubos de ensaio contendo a substancia teste, com intervalo adequado ao tempo de contato avaliado,
agitando levemente o tubo. Os carreadores permaneceram em contato com a SUT durante o tempo
determinado no item 4.2. Apds a transferéncia de todos os carreadores da bateria teste e o tempo de
contato finalizado, iniciou-se a transferéncia de cada carreador para os tubos contendo caldo de
subcultura respeitando o tempo de transferéncia.

Ao final da transferéncia das duas baterias, os tubos foram transferidos para uma estante Unica, e 0
primeiro tubo foi identificando, com o ndmero do plano de estudo e a data da realizagdo,
correspondendo a todos os outros tubos das baterias e entdo foram incubados por aproximadamente

48 horas em temperatura de 36 = 1°C.

4.3.9. Controles

Viabilidade do meio de subcultura

Foi adicionado um cilindro contaminado e seco em tubo contendo o meio de subcultura utilizado e

incubado sob as mesmas condigdes do teste.

Esterilidade dos cilindros carreadores

Foi adicionado um cilindro estéril, do lote empregado, a um tubo contendo o meio de subcultura

utilizado e incubado sob as mesmas condigdes do teste.

“Instalagdo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Praticas de Laboratorio — BPL”
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Verificacao de neutralizacio do ativo

Foi adicionado um cilindro estéril em tubo contendo a substancia teste. O cilindro foi agifado e
transferido para um tubo contendo o meio de subcultura utilizado e entdo adicionou-se o inéculo do

sistema teste, gerando uma concentrago de 42 UFC/tubo.

Enumeracio de bactérias viaveis nos cilindros carreadores

Um carreador de cada bateria teste foi transferido para um tubo contendo 10 mL de subcultura e
submetido a processo de extrag&o em banho ultrassénico (mantendo-os em um béquer com nivel de
agua equilibrado dentre as fases aquosas), seguido de diluigho seriada e plaqueamento em agar
TSA.

4.3.10. Leituras e Resultados
As leituras foram realizadas através da avaliagéo da presenca ou auséncia de turvagdo nos tubos do
teste, o controle de enumeracé&o foi avaliado através da contagem das colénias obtidas nas placas da

diluicéo seriada e transformado em logaritmico, foram observados os seguintes resultados:

Parametro f Resultado Observado
Leitura - Bateria 1/ Bateria 2 Ausgncla deturvaghoem 60
carreadores
Enumeracéao de bactérias viaveis nos cilindros Mo
d 0g: 5,59
carreadores - Bateria 1
Enumeracao de bactérias viaveis nos cilindros Loa: 5.63
carreadores - Bateria 2 g
Viabilidade do meio de subcultura Presenca de crescimento
Esterilidade dos cilindros carreadores Auséncia de crescimento
Verificagdo de neutralizagéo do ativo ! Presenca de crescimento

4.3.11. Critérios de aceitagdo
A acdo bactericida da substancia teste sera evidenciada, guando for capaz de eliminar o sistema

teste em 59 dos 60 cilindros utilizados.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os tubos de ensaios contendo os carreadores com 0 meio de subcultura foram analisados através da
presenca ou auséncia de turvacéo.

Como nao foi observada a presenca de turvagdo nos 60 tubos, considera-se que nio houve
crescimento do sistema teste apos o tempo de contato.

No controle de esterilidade dos cilindros carreadores nao foi observado presenca de crescimento

microbiano. No controle de viabilidade do meio de subcultura ocorreu a presenca de turvacao

“Instalagéo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Praticas de Laboratorio — BPL”

F-GL 24.06 Aprovado em: 03/09/2019 Relatorio Final de Estudo BPL Pagina 14 de 15



RF (B.1042031.2020)

(comprovando o crescimento do sistema teste aderido ao cilindro carreador); as enumeracées dos
carreadores demonstraram que a concentragéo do sistema teste estava dentro do limite permitido e a
verificacdo da neutralizaco do ativo permitiu crescimento microbiano, desta forma, os controles

discutidos validam os resultados apresentados.

6. CONCLUSAO

Através dos resultados apresentados e discutidos, podemos concluir que a SUT POWER PLUS
demonstrou atividade bactericida frente o sistema teste Salmonella enterica subsp.enterica serovar
choleraesuis, na indicacéo de 1 litro para 500 litros de agua e tempo de contato de 10 minutos.

7. REGISTROS

Todos os dados originais e registros desse estudo serdo arquivados na IT Ecolyzer, localizada Rua
Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP 04164-001 — Séo Paulo-SP.

Os registros mantidos incluem e no se limitam a: correspondéncias pertinentes aos estudos, plano
de estudo, desvios ou emendas ao Plano de Estudo, registros de cadeia de custédia da SUT (F-GL
01 - Cadeia de Custédia de Substancia Teste) e SIT (F-MB 14 - Cadeia de custédia para micro-
organismos e controle de lotes dos sistemas teste), dados brutos (F-MB 06 — Atividade Bactericida —
Método Diluicdo de Uso - AOAC) e outros documentos relacionados a interpretacédo e avaliacio dos
resultados, bem como uma copia do Relatério Final. Esses registros serdo arquivados na IT

Ecolyzer, por um periodo de 05 anos.

8. ARMAZENAMENTO DA SUTE SIT
A SUT permanecera armazenada na sala de Armazenamento de Substancia Teste.

O SIT permanecera armazenado no refrigerador de Armazenamento de Micro-organismos.

9. GUIAS OFICIAIS DE TESTE
POP-MB 02.05 ATIVIDADE BACTERICIDA — METODO DILUICAO DE USO - ADAC.

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Testing Disinfectants against Salmonella enterica subsp. enterica serovar choleraesuis - Use-Dilution
Method, AOAC Official Method 955.14, AOAC 21th Edition — 2019.
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SIGLAS E DEFINICOES

mm Milimetro na
mL Mililitro
uL Microlitro i

AOQAC The Association of Official Analytical Chemist
ATCC American Type Culture Collection

BPL Boas Praticas de Laboratario

CAS Chemical Abstracts Service _ B i

Cgcere Coordenacdo Geral de Acreditacio do Inmetro
- DE Diretor de Estudo . - 2
DICLA Divisao de Acreditagdo de Laboratorios e Y

RDC | Resolucdo da Diretoria Colegiada o -

F Formulario . A

FC Fase Critica

GQ Garantia da Qualidade

GL Geral de Laboratério -

GIT Gerente da Instalacdo Teste . _
Teécnica de coloragéo histologica de larga utilizagdo na bacteriologia,
baseada na maior ou menor retencéio de certos corantes no interior da

GRAM ; ; W A i
celula bacteriana devido a estrutura e composicdo quimica de sua parede
celular. )
L Instalacdo de Teste
ITR Instrucéo de Trabalho

Sigla de "International Union of Pure and Applied Chemistry", que em
IUPAC portugués & "Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada". A IUPAC &
uma organizacdo que foi criada com o objetivo de elaborar as regras da
nomenclatura oficial de todos 0s compostos quimicos.

MB Microbialogia

NIT Norma Inmetro Técnico

PE Plano de Estudo
POP Procedimento Operacional Padrdo N

PA Pseudomonas aeruginosa - B i |
SIT Sistema Teste B
SuUT Substancia Teste

TSA Tryptic Soy Agar / Agar Triptona Soja o
UFC Unidades formadoras de colénia i -

U.V. Ultravioleta o -

RF Relatdrio Final
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DECLARACAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO

O presente estudo foj conduzido de acordo com os principios das Boas Praticas de
Laboratérios (BPL), em conformidade com a NIT-DICLA-035/Cgcre.

Todos os documentos referentes ao presente estudo, dados brutos, plano de estudo e copia
do relatério final, assim como substancia teste, encontram-se a disposicio do patrocinador na |T
ECOLYZER, localizada 2 rua Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP: 04164-001 — S3o Paulo
~ &P,

DIRETOR (A) DE ESTUDO

Nome: Sabrina Menchini
Formagéo: Bidloga — CRBio 51761/01-D
Enderego: Rua Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés

S&o Paulo — SP - CEP: 041 64-001 ﬂ_QAWg\M[QJM;_‘
=

Telefone: (11) 2969-5020

End. Eletrénico: sabrina@ecolyzer.com.br ALren Ae
EQUIPE IT ECOLYZER ]
Nome Respansabilidade

) H—GEci_o Pereira Machado T _Eér_e_rlfe_éi_;l.l;ta_hi_ga"ﬁ_a :I:e_sTé__ R

Claudia Crisina Ramos | Garantia da Qualidade B
Carolina da Silva Ferreira Analis?a ]
Gabriela Lorena Bento Anai;sTa- N
Lauro Uezu Prezzi chebimentond_e_gabsténcia Teste j

GERENTE DA INSTALACAO DE TESTE (GIT)

Nome: Glaucio Pereira Machado
Formacéo: Médico Veterinario — CRMV SP n® 20396
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Este relatorio final, n° B.1042027.2020, foi inspecionado e revisado pela Garantia da
Qualidade da IT ECOLYZER, localizada a rua Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP: 04164-
001 — Séo Paulo - SP, sendo avaliados sua clareza, contelido e, que ele reflete os dados brutos.

Também foram avaliadas suas fases criticas (FC): FC I: preparo do sistema teste; FC Ii:
contaminagdo dos carreadores; FC lll: transferéncia dos carreadores para tubos com meio de
cultura, apos tempo de contato com a SUT; FC IV: leitura, nas datas listadas abaixo, e informadas ao

GITe DE.

Eu, Claudia Cristina Ramos, como representante da Garantia da Qualidade da IT ECOLYZER
declaro que todas estas medidas garantem a aderéncia do estudo aos Principios das Boas Praticas
O Certificado de Reconhecimento

de Laboratério como estabelecido pela NIT-DICLA-035/Cgcre.
BPL consta neste Relatério Final.

Inspegoes de Estudo
PE / Fase Critica / RF n h'f’:;z;;q_ sty
Plano Geral de Estudo B _E;@QD:.’U 05/02/2020
Suplemento Especifico do Estudo .1_(5;’;)9!202_0 10/09/2020
Preparo do sistema teste (FC I) B _{5\61(_)2;_20_2_0 -1;;02;’2020
Contaminagéo dos carreadores (FC 1) 06/02/2020 14/02/2020
Transf. afos carreadores p_ara tubos com meio de cultura { FC N 06!02!2(_)?0. 1%!93!?_(_)2:0._
Leitura (FC IV) ) 10/02/2020 _ 14)02!2;20
Relatério Final 21,'09}202_0 _ 51 /09/2020 :
Bssoeiinftmatio (PE/RF/FG) %g ;_ ] Gmg;%:f;ﬁ:;gﬂ“gﬁﬂa“

REPRESENTANTE DA GARANTIA DA QUALIDADE
Nome: Claudia Cristina Ramos

Formagao: Quimica - CRQ |V 0416158

Endereco: Rua Romédo Puiggari, 898 — Vila das Mercés
CEP: 04164-001 - Sao Paulo - SP

C/C/Q/WN\BV

Telefone: (11) 2969-5020
End. Eletrénico: claudia@ecolyzer.com.br
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RESUMO

A avaliagdo da atividade bactericida possui a finalidade de determinar a capacidade do ativo
presente na substancia em eliminar o sistema teste.

O procedimento baseia-se na introdugao de cilindros carreadores, previamente contaminados com o
microrganismo alvo em tubos de ensaio contendo a substancia teste, onde, permanecem pelo tempo
de contato definido. Posteriormente, os cilindros sio transferidos para tubos de ensaio contendo
meio de subcultura adequado e incubados por no minimo 46 horas.

No estudo realizado com a substancia teste —= POWER PLUS, n&o houve crescimento do sistema
teste, comprovando a eficacia bactericida em sua formulacdo nas condicbes estabelecidas neste
estudo.
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1. INTRODUCAO

Bactérias sdo organismos relativamente simples, compostos de uma Utnica célula, definidos como
procariotos.

Esses micro-organismos s3o frequentemente associados 3 causa de muitas doencas, porém alguns
possuem efeitos benéficos.

O controle voltado para destruicdo de MICro-organismos nocivos (patégenos) é denominado
desinfeccgéo, que pode ser feito através de varios mecanismos, entre eles a utilizagdo de substancias
quimicas.

Existem varios ativos biocidas e a selecdo desses agentes depende da superficie onde sers
aplicado, podendo ser um tecido vivo ou uma substancia inerte, e também do tipo de micro-
organismo que se pretende eliminar, podendo ser bactérias gram-negativas ou gram-positivas, além
de formadoras de esporos, entre outras.

A avaliagéo da eficacia bactericida em desinfetantes possui a finalidade de fornecer informacdes em

relagéo ao efeito letal presente na substancia teste, capaz de eliminar o sistema teste (bactéria).

2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia bactericida da SUT POWER PLUS de acordo com
suas especificacbes de aplicagdo determinadas pelo patrocinador e declaradas no ltem 4.2
Substancia Teste (SUT), frente ao sistema teste Pseudomonas aeruginosa.

3. DATAS
Inicio do Estudo (Suplemento)
10/09/2020 -
FASE ANALITICA e i
Inicio - Término -
11/09/2020 ; 14/09/2020
Fase Critica | Fase Critica Il Fase Criticalll | Fase Criticalv
Transferéncia dos
Preparo do sistema Contaminag&o dos carreadores para tubos
teste carreadores com meio de cultura, Leitura
apcs tempo de contato
com a SUT
11/09/2020 11/09/2020 11/09/2020 14/09/2020

Assinatura do Relatério Final

21/09/2020
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sistema Teste (SIT)

RF (B.1042027.2020)

Nomenclatura cientifica / Quimica Pseudomonas aeruginosa
Nomenclatura usual Pseudomonas aeruginosa
ATCC (American Type Culture Collection) | 15442

Lote do SIT PA110920

4.2. Substancia Teste (SUT)

Cadigo Ecolyzer

69249/12034-2/20200

Nome comercial

Power Plus

Ingrediente ativo

Cloreto de benzalconio 80%

Composicao Quimica

OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL

Numero CAS e/ou nome IUPAC

8001-54-5 o

*Teor do Ingrediente Ativo: 13,24% (conforme item —
4.2.1 Relatério de Teor)

Caracterizagéo Cor: Verde
Aparencia: Liquido
Lote 001
Fabricacao 19/06/2020
Validade 19/06/2022 N 5
Condicédo de Armazenamento Temperatura ambiente
Destinacao Descarte

Modo de Acdo e/ou Aplicagéo

Aplicar a SUT na diluicido de 1 litro para 500 litros de
agua no tempo de contato de 10 minutos, em
condicdes limpas.

*Informacao declarada pela IT.

Desvio n°01: Corregdo da composicio quimica de (%): Cloreto de Benzalconio: 15; Nano prata: 9:
Esséncia: 1,5; Corante: 0,01; Agua: 74,49: conforme descrito no suplemento, para (%): Cloreto de
Benzalcénio: 16; Nano prata: 9; Esséncia: 1,5: Corante: 0,01; Agua: 73,49: conforme solicitagdo do

patrocinador.
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4.3. Delineamento experimental do estudo — Fase de Laboratério
O estudo foi realizado na IT Ecolyzer, localizada a rua Romao Puiggari 898 - Vila das Mercés - Sao
Paulo-SP — CEP 04164-001, no Laboratério de Microbiclogia (MB).

4.3.1. Meios de Cultura e Solugdes

Meio de cultura e solu"g.ﬁes Ciclo esterilizagdo / Lote solugdo
Caldo Letheen (Nu;criente + reagentes) 324/20
Agar TSA . ! 319/20
Hidroxido de Sodio 1N S-MB 160/20
Fenolftaleina a 1% S-MB 111/20
Solugao tampao Fosfato 306/20
Agua purificada 324120

As preparacgdes das solucées foram realizadas conforme descrito na ITR-MB 12

4.3.2. Material Estéril

Material  CiclofLote Observagées
Cilindros carreadores 325/20 Esterilizado em autoclave
Tubos de ensaio - 25 x 150 mm 324/20 Esterilizado em autoclave
Placas de Petri com papel filtro '5 325/20 Esterilizado em autoclave
Ponteiras . 32020 Esterilizado em autoclave
Frasco ! 316/20 ' Esterilizado em autoclave
Pipeta graduada 110219-4 Adquirido previamente esterilizado
Placa de Petri descartavel 7166 Adquirido previamente esterilizado
Pipeta de Pasteur 20181225C Adquirido previamente esterilizado

4.3.3. Suprimentos Diversos Auxiliares

Material Observagoes

Tubos de ensaio - 20 x 150 mm Tubos utilizados para meios de cultura e subcultura

Bequer Preparo da SUT, Mantido em luz U.V preventivamente

Estante para tubos de ensaio Suporte e organizagio tubos do estudo

Gancho de transferéncia Transferéncia dos carreadores durante o procedimento

“Instalagéo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Praticas de Laboratorio — BPL"
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PREPARADAS EM DENSIMAT E ESPECTROFOTOMETRO — NUMERO 002.01/18, para atender a
faixa aceitavel indicada no item 3.2.2.13 e utilizado para o sistema teste.

Adicionou-se quantidade suficiente do inéculo bacteriano para cobrir os carreadores. Apds 15
minutos de contato em temperatura ambiente, os cilindros foram transferidos em posicéo vertical
para uma placa de petri contendo papel filtro previamente esterilizados e entdo incubados a 36 + 1°C

por 40 minutos.

4.3.7. Preparo da Substincia Teste _
A substancia teste foi preparada conforme indicado no Modo de Agéo efou Aplicacéo descrito no item
4.2 e entdo foi distribuida em aliquotas de 10 mL em 60 tubos de ensaio estéreis divididos em 2
estantes (30 tubos por estante). As estantes foram identificadas com o niimero do plano de estudo
no primeiro tubo e entdo foram levadas ao banho-ultratermostatico com circulador para atingir a

temperatura de 20°C.

4.3.8. Procedimento Teste

O teste foi feito em 2 baterias com 30 carreadores.

Utilizando os carreadores impregnados (SIT), foi iniciada a transferéncia dos carreadores para os
tubos de ensaio contendo a substéancia teste, com intervalo adequado ao tempo de contato avaliado,
agitando levemente o tubo. Os carreadores permaneceram em contato com a SUT durante o tempo
determinado no item 4.2. Apés a transferéncia de todos os carreadores da bateria teste e o tempo de
contato finalizado, iniciou-se a transferéncia de cada carreador para os tubos contendo caldo de
subcultura respeitando o tempo de transferéncia.

Ao final da transferéncia das duas baterias, os tubos foram transferidos para uma estante tnica, e o
primeiro tubo foi identificando, com o ndmero do plano de estudo e a data da realizacéo,
correspondendo a todos os outros tubos das baterias e entéo foram incubados por aproximadamente

67 horas em temperatura de 36 + 1°C.

4.3.9. Controles
Viabilidade do meio de subcultura

Foi adicionado um cilindro contaminado e seco em tubo contendo o meio de subcultura utilizado e

incubado sob as mesmas condigdes do teste.

Esterilidade dos cilindros carreadores

Foi adicionado um cilindro estéril, do lote empregado, a um tubo contendo o meio de subcultura

utilizado e incubado sab as mesmas condigbes do teste.

“Instalagdo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Praticas de [abaratério — BPL”
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Verificagio de neutralizacio do ativo

Foi adicionado um cilindro estéril em tubo contendo a substancia teste; O cilindro foi agitado e
transferido para um tubo contendo o meio de subcultura utilizado e entdo adicionou-se o inéculo do

sistema teste, gerando uma concentracgao de 42 UFC/tubo.

Enumeracdo de bactérias vidveis nos cilindros carreadores

Um carreador de cada bateria teste foi transferido para um tubo contendo 10 mL de subcultura e
submetido a processo de extracdo em banho ultrassénico (mantendo-os em um béquer com nivel de
agua equilibrado dentre as fases aquosas), seguido de diluicdo seriada e plagueamento em agar
TSA.

4.3.10. Leituras e Resultados
As leituras foram realizadas através da avaliagdo da presenca ou auséncia de turvacéo nos tubos do
teste o controle de enumeracao foi avaliado através da contagem das coldnias obtidas nas placas da

diluicao seriada e transformado em logaritmico, foram observados os seguintes resultados:

Parametro . Resultado Observado

Leitura - Bateria 1/ Bateria 2 Augencis de turvagao em 60

| carreadores
Enumeragdo de bactérias viaveis nos cilindros _
carreadores - Bateria 1 Lag:6.70
Enumeracéo de bactérias viaveis nos cilindros | ‘
carreadores - Bateria 2 Log: 6,72
Viabilidade do meio de subcultura Presenca de crescimento
Esterilidade dos cilindros carreadores Auséncia de crescimento
Verificagao de neutralizag3o do ativo Presenca de crescimento

4.3.11. Critérios de aceitacdo
A acgdo bactericida da substancia teste sera evidenciada, quando for capaz de eliminar o sistema

teste em 54 dos 60 cilindros utilizados.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os tubos de ensaios contendo os carreadores com o meio de subcultura foram analisados através da
presenca ou auséncia de turvagao.

Como ndo foi observada a presenca de turvacdo nos B0 tubos, considera-se gue nao houve

crescimento do sistema teste apds o tempo de contato.
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Verificagio de neutralizacio do ativo

Foi adicionado um cilindro estéril em tubo contendo a substancia teste; O cilindro foi agitado e
transferido para um tubo contendo o meio de subcultura utilizado e entdo adicionou-se o inéculo do

sistema teste, gerando uma concentracgao de 42 UFC/tubo.

Enumeracdo de bactérias vidveis nos cilindros carreadores

Um carreador de cada bateria teste foi transferido para um tubo contendo 10 mL de subcultura e
submetido a processo de extracdo em banho ultrassénico (mantendo-os em um béquer com nivel de
agua equilibrado dentre as fases aquosas), seguido de diluicdo seriada e plagueamento em agar
TSA.

4.3.10. Leituras e Resultados
As leituras foram realizadas através da avaliagdo da presenca ou auséncia de turvacéo nos tubos do
teste o controle de enumeracao foi avaliado através da contagem das coldnias obtidas nas placas da

diluicao seriada e transformado em logaritmico, foram observados os seguintes resultados:

Parametro . Resultado Observado

Leitura - Bateria 1/ Bateria 2 Augencis de turvagao em 60

| carreadores
Enumeragdo de bactérias viaveis nos cilindros _
carreadores - Bateria 1 Lag:6.70
Enumeracéo de bactérias viaveis nos cilindros | ‘
carreadores - Bateria 2 Log: 6,72
Viabilidade do meio de subcultura Presenca de crescimento
Esterilidade dos cilindros carreadores Auséncia de crescimento
Verificagao de neutralizag3o do ativo Presenca de crescimento

4.3.11. Critérios de aceitacdo
A acgdo bactericida da substancia teste sera evidenciada, quando for capaz de eliminar o sistema

teste em 54 dos 60 cilindros utilizados.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os tubos de ensaios contendo os carreadores com o meio de subcultura foram analisados através da
presenca ou auséncia de turvagao.

Como ndo foi observada a presenca de turvacdo nos B0 tubos, considera-se gue nao houve

crescimento do sistema teste apds o tempo de contato.
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No controle de esterilidade dos cilindros carreadores nio foi observado presenca de crescimento
microbiano. No controle de viabilidade do meio de subcultura ocorreu a presenga de turvagao
(comprovando o crescimento do sistema teste aderido ao cilindro carreador); as enumeragoes dos
carreadores demonstraram que a concentracéo do sistema teste estava dentro do limite permitido e a
verificagdo da neutralizacdo do ativo permitiu crescimento microbiano, desta forma, os controles

discutidos validam os resultados apresentados.

6. CONCLUSAO ‘
Atraves dos resultados apresentados e discutidos, podemos concluir que a SUT POWER PLUS
demonstrou atividade bactericida frente o sistema teste Pseudomonas aeruginosa, na indicacio de 1

litro para 500 litros de dgua e tempo de contato de 10 minutos.

7. REGISTROS

Todos os dados originais e registros desse estudo serfo arquivados na IT Ecolyzer, localizada Rua
Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP: 04164-001 — So Paulo - SP.

Os registros mantidos incluem e n&o se limitam a: correspondéncias pertinentes aos estudos, plano
de estudo, desvios ou emendas ao Plano de Estudo, registros de cadeia de custédia da SUT (F-GL
01 - Cadeia de Custédia de Substancia Teste) e SIT (F-MB 14 - Cadeia de custédia para micro-
organismos e controle de lotes dos sistemas teste), dados brutos (F-MB 06 — Atividade Bactericida —
Método Diluigao de Uso - AOAC) e outros documentos relacionados a interpretacédo e avaliagdo dos
resultados, bem como uma copia do Relatério Final. Esses registros serdo arquivados na |T

Ecolyzer, por um periodo de 05 anos.

8. ARMAZENAMENTO DA SUT E SIT
A 8UT permanecera armazenada na sala de Armazenamento de Substancia Teste.

O SIT permanecera armazenado no refrigerador de Armazenamento de Micro-organismos.

9. GUIAS OFICIAIS DE TESTE
POP-MB 02.05 ATIVIDA DE BACTERICIDA — METODO DILUICAO DE USO — AOAC.

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Testing Disinfectants against Pseudomonas aeruginosa - Use-Dilution Method, AOAC Official Method
964.02, AOAC 21th Edition —2018.
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EMENDA DE RELATORIO FINAL
Esta emenda é parte integrante do Relatério Final n° B.1042027.2020

Estudo: Avaliagdo da Atividade Bactericida, Método Diluigdo de

Uso, Frente ao Sistema Teste Pseudomonas aeruginosa e da Emdnilss B4

Cdédigo Ecolyzer: 69249 / 12034-2 / 2020.0

“Muiva Descricao
CouA ¢
No Relatério Final citado, item 4.2 Substancia Teste (SUT), onde se |& no campo
OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL
Deve- id ;
c | OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL

Conforme solicitagao de corre¢ao pelo patrocinador.

A mesma alteracdo deve ser considerada para o Relatorio de Teor (ltem 4.2.1),
conforme anexo na pagina 2.

*C - Corregéo
*A — Adicao

Diretor de Estudo

Nome: Sabrina Menchini

Formacao: Bidloga — CRBio 51761/01-D

Enderego: Rua Romé&o Puiggari, 898 — Vila das Mercés
CEP 04164-001 — Sao Paulo — SP

Telefone: (11) 2969-5020 23/10/2020
Endereco eletrénico: sabrina@ecolyzer.com.br

DECLARAGAO DA GARANTIA DA QUALIDADE

Esta emenda foi inspecionada e revisada pela Garantia da Qualidade da IT ECOLYZER,
localizada a rua Roméao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP 04164-001 — S&o Paulo - SP,
sendo avaliado seu conteudo e que o mesmo garante a aderéncia do estudo aos Principios das
Boas Praticas de Laboratério como estabelecido pela NIT-DICLA-035/Cgcre.

Nome: Claudia Cristina Ramos AR
Formagéo: Quimica CRQ V0416158 Uy, i
Telefone: (11) 2969-5020 A
End. Eletrénico: claudia@ecolyzer.com.br

23/10/2020
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EMENDA DE RELATORIO FINAL
Esta emenda é parte integrante do Relatério Final n° B.1042027.2020

Relatorio de Analises
12034/2020.4.A.FQ
Teor de Tensocativo Catidnico
Esto rel i bethul o relatério 1203420003
Proposta Comercial: PC3358/2020.2

Diata de Publicacio: 15092020 112

Identificacao Conta
Cliente: LPL Indistria & Comémio de Sansantes Eirdli CNPNCPF: 62908000141
Contato: Brur Espirdca da S | Telafone: 47 44 1223/ 47 7600012
Enderego:; Run Margarida Disfgoquic Btencurt, 380 - Salseircs - Hajal - Sarta Catarina - CEP 88311570 - Bragii

N° Amostra: 12034-1/2020.4 - POWER PLUS
Tipe de Amostm: Produto para Limpeza - Registo
Data Recebimento: 140720020 160
OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL Lote: @1
Diata de Falwicagho: 19060020 .Dal.lde\'ﬂk‘hub."m?
Chantidade do Amosira: 555G do e Embalagers Rocolidas: 1
Responsabilidade da Amostragem: Confatanis

Resultados Analiticos
Fisico Quimica
Anilse Restiindo ROCH 532000 | D0 1 pyiioda de Amitine Dea Iniclo Daia de Témino
Teor de Tensoativo Catirico BAu% nz-rares | oo | MNOGSESIOOM-R | o e BT R020 0508
Especificagoes
RDC N° 59, 2010: 50 da Dirstovia C: 55, de 17 de dezembn de 2010, Dispée schre os procedmenios & rquiskos tonicos para a nofficacso & o regist de produins sansantss
& di ouas providinclas
Interpretagoes
A amsira ATENDE a0s padiries estabeleckios pea legilagBo vigeris carforme Resokicio RDC NF59, de 17 de drezemiro de 2010
Notas

(s pesuitario refereim-se (nica & exchrshaments 30s hens ensalados.

E proibida a reproducio pardal deste relsiio & & reproducio em partes reqUel sprovacso por escrilo da Ecolyzer.

A tick 0 pode wer vak doosie hitps:fiporalmylimsweb. com. Ao dicar na opglio "Valdar documentc”, sedio sdickados: ndmero da amosira, ano e o5 6
uhimos digns da chave de vakiags finaldo elalidio.

Legendas

INA: Niose aplica

LG Limite de Cuantifcacao.
%

- oy ™
.wl“:;_na..'r_}

Tusany Miranela
Gerente Técrico
CRF 3P 7264
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RELATORIO FINAL

AVALIAGAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DA SUBSTANCIA
TESTE POWER PLUS, METODO DILUIGAO DE USO,
FRENTE AO SISTEMA TESTE
Escherichia coli

Relatorio Final n° B.1042023.2020

INSTALAGAO DE TESTE
Ecolyzer
Rua Romé&o Puiggari, 898 — Vila das Mercés
Sao Paulo — SP - CEP: 04164-001
Telefone: (11) 2969-5020
E-mail; sabrina@ecolyzer.com.br

Home Page: www.ecolyzer.com.br

PATROCINADOR
LPL Industria e Comércio de Saneantes EIRELI
Rua Margarida Dalgoquio Bitencurt, 380 — Salseiros
Itajal — SC — CEP 88311-570
(47) 3344-1223 / (47) 3348-6298

Iplguimica@Iplquimica.com.br
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SIGLAS E DEFINICOES

mm Milimetro
mL Mililitro
pL Microlitro

AOAC The Association of Official Analytical Chemist

ATCC American Type Culture Collection

BPL Boas Praticas de Laboratorio o e
CAS Chemical Abstracts Service i et et R
Cgcre Coordenacéo Geral de Acreditacdo do Inmetro
DE Diretor de Estudo
DICLA Divis@o de Acreditacio de Laboratérios
RDC Resolugdo da Diretoria Colegiada
F Formulario
FC Fase Critica E
GQ Garantia da Qualidade
GL Geral de Laboratério e M
GIT Gerente da Instalagio Teste S TR i
Técnica de coloragdo histologica de larga utilizacdo na bacteriologia,
GRAM baseada na maior ou menor retencdo de certos corantes no interior da célula
bacteriana devido a estrutura e composicéo quimica de sua parede celular.
IT Instalacéo de Teste . } -
ITR Instrucéo de Trabalho

Sigla de “International Union of Pure and Applied Chemistry", que em
portugués & "Unigo Internacional da Quimica Pura e Aplicada", A IUPAC é

IUPAC e g et

uma organizacao que foi criada com o objetivo de elaborar as regras da

nomenclaiura oficial de todos 0s compostos quimicos.

MB Microbiologia

NIT Norma Inmetro Técnico

PE Plano de Estudo
POP Procedimento Operacional Padrao

EC Escherichia coli R = T Sy o
SIT Sistema Teste
SUT Substancia Teste
TSA Tryptic Soy Agar / Agar Triptona Soja N
UFC Unidades formadoras de colénia

U.v. Ultravioleta .
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DECLARACAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO

O presente estudo foi conduzido de acordo com os principios das Boas Praticas de
Laboratorios (BPL), em conformidade com a NIT-DICLA-035/Cgcre.

Todos os documentos referentes ao presente estudo, dados brutes, plano de estudo e
copia do relatdrio final, assim como substancia tesie, encontram-se a disposigio do patrocinador
na IT ECOLYZER, localizada a rua Roméao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP: 04164-001 —
Sao Paulo - SP.
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Formacdo: Bidloga — CRBioc 51761/01-D

Enderego: Rua Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés gp .
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Nome Responsabilidade
Glaucio Pereira Machado Gerente da Instalagéo Teste ]
Claudia Cristina Ramos Garantia da Qualidade
Carolina da Silva Ferreira Analista
Gabriela Lorena Bento Analista
oo Ui e T b e

GERENTE DA INSTALAGAO DE TESTE (GIT)

Nome: Glaucio Pereira Machado

Formacgao: Médico Veterinario — CRMV SP n® 20396
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DECLARACAO DA GARANTIA DA QUALIDADE

Este relatorio final, n® B.1042023.2020, foi inspecionado e revisado pela Garantia da
Qualidade da IT ECOLYZER, localizada a rua Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP
04164-001 — Séo Paulo - SP, sendo avaliados sua clareza, contetde e, que ele reflete os dados
brutos. :

Também foram avaliadas suas fases criticas (FC): FC I: preparo do sistema teste: FC II:
contaminagéo dos carreadores;, FC Ill: transferéncia dos carreadores para tubos com meio de
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ao GIT e DE. ' '

Eu, Claudia Cristina Ramos, como representante da Garantia da Qualidade da IT
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Transf. dos carreadores para tubos com meio de cuitura (FC II!) 08/02/2 0-20 14/02/2020
Leitura (FC IV) 10/02/2020 14/02/2020
Relatério Final I._ZUDQ&DED 21/09/2020
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RESUMO

A avaliacdo da atividade bactericida possui a finalidade de determinar a capacidade do ativo
presente na substancia em eliminar o sistema teste.

O procedimento baseia-se na introdugao de cilindros carreadores, previamente contaminados com
0 microrganismo alvo em tubos de ensaio contendo a substancia teste, onde, permanecem pelo
tempo de contato definido. Posteriormente, os cilindros sao transferidos para tubos de ensaio
contendo meio de subcultura adequado e incubados por no minimo 46 horas.

No estudo realizado com a substancia teste — POWER PLUS, ndo houve crescimento do sistema
teste, comprovando a eficscia bactericida em sua formulag&o nas condicdes estabelecidas neste

estudo.
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1. INTRODUCAO

Bactérias sdo organismos relativamente simples, compostos de uma tnica célula, definidos como
procariotos.

Esses micro-organismos s3o frequentemente associados a causa de muitas doengas, porém
alguns possuem efeitos benéficos.

O controle voltado para destruicdo de micro-organismos nocivos (patégenos) é denominado
desinfeccdo, que pode ser feito através de varios mecanismos, entre eles a utilizacdo de
substancias quimicas.

Existem varios ativos biocidas e a selecdo desses agentes depende da superficie onde sera
aplicado, podendo ser um tecido vivo ou uma substancia inerte, e também do tipo de micro-
organismo que se pretende eliminar, podendo ser bactérias gram-negativas ou gram-positivas,
além de formadoras de esporos, entre outras.

A avaliacdo da eficacia bactericida em desinfetantes possui a finalidade de fornecer informacées
em relacdo ao efeito letal presente na substancia teste, capaz de eliminar o sistema teste

(bactéria).

2. OBJETIVO
Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia bactericida da SUT POWER PLUS de acordo
com suas especificagbes de aplicacdo determinadas pelo patrocinador e declaradas no ltem 4.2

Substéncia Teste (SUT), frente ao sistema teste Escherichia coli.

3. DATAS
Inicio do Estudo (Suplemento)
10/09/2020 -
FASE ANALITICA _ - )
Inicio _ Término
10/09/2020 14/09/2020 -
Fase Critica | Fase Critica i _Fase Criticalll__ Fase CriticalV
Transferéncia dos
Preparo do sistema Contaminagé&o dos carreadores para tubos
Teste carreadores com meio de cultura, Leitura
apos tempo de contato
coma SUT .
10/09/2020 10/09/2020 _ 10/09/2020 14/09/2020

Assinatura do Relatério Final

21/09/2020
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sistema Teste (SIT)

Nomenclatura cientifica / Quimica Escherichia coli
Nomenclatura usual Escherichia coli
ATCC (American Type Culture Collection) | 11229

Lote do SIT EC100920

4.2. Substancia Teste (SUT)

Cédigo Ecolyzer 69249/ 12034-2 / 2020.0 L
Nome comercial Power Plus ST S =TSSR
Ingrediente ativo __| Cloreto de benzalcdnio 80%

Composicdo Quimica ; OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL
Numero CAS e/ou nome IUPAC goois45

*Teor do Ingrediente Ativo: 13,24% (conforme item
—4.2.1 Relatdrio de Teor)

Caracterizacéo PR Tarda
Aparéncia: Liquido

Lote 001 -

Fabricacéo 19/06/2020

Validade 19/06/2022 .

Condicao de Armazenamento Temperatura ambiente

Destinagao i Descarte _ e = e e
Aplicar 2 SUT na diluigao de 1 litro para 500 litros

Modo de Acéo elou Aplicacdo de agua no tempo de contato de 10 minutos, em

condigdes limpas.

*Informacao declarada pela IT.

Desvio n°01: Corregao da composicao quimica de (%): Cloreto de Benzalcénio: 15; Nano prata: 9;
Esséncia: 1,5; Corante: 0,01; Agua: 74,49; conforme descrito no suplemento, para (%): Cloreto de
Benzalcbdnio: 16; Nano prata: 9; Esséncia: 1,5; Corante: 0,01; Agu*a: 73.49; conforme solicitagédo
do patrocinador.
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4.2.1 Relatorio de Teor

Relatorio de Analises

: I er 12034/2020.2.A.FQ
yz Teor da Tensoalivo Catidnico

Eeterigtidnde sl conrel e subetBuln rls e 1540000 §
Proposta Comerdial: PG3358/2020.2

Data da Pl ngio: 1700114 45

!

Identificagio Conta [
CNPSCPE 1SRI VIR 4S

| Ullente: I it @ Comibeiodo Saneantos it
Contato: Furo Fepintada da Sha

| Yetefone: 47 3304 {20047 S7ED 0L
| Endeeagor Rua Margarkla Dalgnapsio Bhancurt, 336 Solsairs Hajal - Santa Otarioa - CEP 8331570 Frod)
{ \_N"ﬂ: P i
"andemmﬁnd\mmra_LhW Reghin i .
| Dt Reesbimento: 140720001150
OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL  towm:
| Datado Fobwicag o 100520 [T —
 Custtidade de Amostra: 9573 imiidate do Frdabigets Recebidas 1
] S——————— i il |
] Resultados Analiticos |
| 2 ¥
| Fisico Quimiea
Andiise | Resultado I iUX.‘N‘S&.?W;’ ""F' !"“’i i Métoda de Rodlise Dot Irici | Datads lénmine
T 321 [ R2- S J oo (MOBENMIER | posum | s
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4.3. Delineamento experimental do estudo — Fase de Laboratério
O estudo foi realizado na IT Ecolyzer, localizada a rua Romao Puiggari 898 - Vila das Mercés -
Sé&o Paulo-SP — CEP 04164-001, no Laboratdrio de Microbiologia (MB).

4.3.1. Meios de Cultura e Solugdes

Meio de cultura e solugdes Ciclo esterilizacéo / Lote solugdo

Caldo Letheen (Nutriente + reagentes) 322/20
Agar TSA 319/20
Hidréxido de Sodio 1N o S-MB 160/20
Fenolftaleina a 1% S-MB 111/20
Solugao tampao Fosfato 306/20
Agua purificada 316/20

As preparacdes das solugées foram realizadas conforme descrito na ITR-MB 12

4.3.2. Material Estéril

Material ' Ciclo/Lote | Observagoes
Cilindros carreadores 323120 Esterilizado em autoclave
Tubos de ensaio - 25 x 150 mm 323/20 Esterilizado em autoclave
Placas de Petri com papel filtro i 323720 | Esterilizado em autoclave
Ponteiras f 320/20 | Esterilizado em autoclave
Frascos 316/20 ! Esterilizado em autoclave
Pipeta graduada 110219-4 : Adquirido previamente esterilizado
Placa de Petri descartavel 7166 4 Adquirido previamente esterilizado
Pipeta de Pasteur . 20181225C ! Adquirido previamente esterilizado

4.3.3. Suprimentos Diversos Auxiliares

Material Observagoes

Tubos de ensaio - 20 x 150 mm Tubos utilizados para meios de cultura e subcultura

Bequer ! Preparo da SUT, Mantido em luz U.V preventivamente
Proveta Preparo da SUT, Mantido em luz U.V preventivamente
Estante para tubos de ensaio Suporte e organizacio tubos do estudo

Gancho de transferéncia  Transferéncia dos carreadores durante o procedimento
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4.3.4. Equipamentos e Vidrarias Volumétricas Utilizadas

Equipamentos e Vidrarias Volumétricas utilizadas

Nome i Identificagdo

Banho ultra termostatico com circulador BMT 01
Banho ultra termastatico com circulador | BMT 02
Estufa incubadora | INC 13
Camara de fluxo laminar : CFL 02
Camara de fluxo laminar ; CFL 03
Micropipeta MIP 32
Micropipeta MIP 52
Cronémetro CRO 20
Cronémetro CRO 29
Termo higrémetro TMH 66
Balanga BAD 04
Termémetro de vidro TRM 58
Termoémetro de vidro TRM 60
Banho Ultrassonico BUS 04
Esterilizador infravermelho EIV 01
Esterilizador infravermelho EIV 06
Agitador de tubos AGT 11
Espectrofotémetro ESP 03
Baldo Volumétrico de 1000 mL RBC 6508/18

4.3.5. Preparo dos cilindros carreadores
Os cilindros foram colocados em tubos de ensaio, cobertos com agua e esterilizados por

autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Depois foram mantidos em temperatura ambiente.

4.3.6. Preparo do Sistema Teste

Os tubos contendo o micro-organismo cultivado foram agitados por aproximadamente 4 segundos
e apoés esse processo, foram deixados em repouso durante 10 minutos em temperatura ambiente.
Apos o intervalo, foi retirada a parte superior de cada cultura e transferida para um frasco estéril.
Este frasco contendo o in6culo sem detritos foi agitado e ajustado no espectrofotémetro de acordo
com o relatério de validagdo — VERIFICACAO DE SUSPENSOES MICROBIOLOGICAS
PREPARADAS EM DENSIMAT E ESPECTROFOTOMETRO — NUMERO 002.01/18, para atender
a faixa aceitavel indicada no item 3.2.2.13 e utilizado para o sistema teste.

Adicionou-se quantidade suficiente do indculo bacteriano para cobrir os carreadores. Apés 15

minutos de contato em temperatura ambiente, os cilindros foram transferidos em posicéo vertical

“Instalacdo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Praticas de Laboratorio — BPL*

F-GL 24.06 Aprovado em: 03/09/2016 Relatério Final de Estudo BPL Pagina 12 de 15




RF (B.1042023.2620)

para uma placa de petri contendo papel filtro previamente esterilizados e entdo incubados a 36 +

1°C por 40 minutos.

4.3.7. Preparo da Substincia Teste
A substancia teste foi preparada conforme indicado no Modo de Agéo e/ou Aplicagdo descrito no
item 4.2 e entio foi distribuida em aliquotas de 10 mL em 60 tubos de ensaio estéreis divididos
em 2 estantes (30 tubos por estante). As estantes foram identificadas com o numero do plano de
estudo no primeiro tubo e entdo foram levadas ao banho ultra termostatico com circulador para

atingir a temperatura de 20°C.

4.3.8. Procedimento Teste
O teste foi feito em 2 baterias com 30 carreadores.
Utilizando os carreadores impregnados (SIT), foi iniciada a transferéncia dos carreadores para os
tubos de ensaio contendo a substancia teste, com intervalo adequado ao tempo de contato
avaliado, agitando levemente o tubo. Os carreadores permaneceram em contato com a sSuT
durante o tempo determinado no item 4.2. Apos a transferéncia de todos os carreadores da
bateria teste e o tempo de contato finalizado, iniciou-se a transferéncia de cada carreador para os
tubos contendo caldo de subcultura respeitando o tempo de transferéncia.
Ao final da transferéncia das duas baterias, os tubos foram transferidos para uma estante Unica, e
0 primeiro tubo foi identificando, com o ntimero do plano de estudo e a data da realizacéo,
correspondendo a tedos os outros tubos das baterias e entdo foram incubados por
aproximadamente 91 horas em temperatura de 36 + 1°C.

4.3.9. Controles
Viabilidade do meio de subcultura

Foi adicionado um cilindro contaminado e seco em tubo contendo o meio de subcultura utilizado e

incubado sob as mesmas condicdes do teste.

Esterilidade dos cilindros carreadores

Foi adicionado um cilindro estéril, do lote empregado, a um tubo contendo o meio de subcultura

utilizado e incubado sob as mesmas condigées do feste.

Verificacdo de neutralizacio do ativo

Foi adicionado um cilindro estéril em tubo contendo a substancia teste: O cilindro foi agitado e
transferido para um tubo contendo o meio de subeultura utilizado e entao adicionou-se o indculo
do sistema teste, gerando uma concentrag&o de 47 UFC/tubo.
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Enumeracéo de bactérias viaveis nos cilindros carreadores

Um carreador de cada bateria teste foi transferido para um tubo contendo 10 mL de subcultura e
submetido a processo de extracio em banho ultrassénico (mantendo-os em um béquer com nivel
de agua equilibrado dentre as fases aquosas), seguido de diluicdo seriada e plagueamento em
agar TSA.

4.3.10. Leituras e Resultados
As leituras foram realizadas através da avaliagio da presenca ou auséncia de turvacao nos tubos
do teste o controle de enumeracao foi avaliado através da contagem das coldnias obtidas nas
placas da diluicdo seriada e transformado em logaritmico, foram observados os seguintes

resultados

Parametro Resultado Observado

Leitura - Bateria 1/ Bateria 2 SSENeia dohiivaseg am ko

carreadores
Enumeragao de bactérias viaveis nos cilindros Loa: 5.57
carreadores - Bateria 1 9- .
Enumeracao de bactérias viaveis nos cilindros Loa: 5.60
carreadores - Bateria 2 g: 9,
Viabilidade do meio de subcultura Presenca de crescimento

Esterilidade dos cilindros carreadores Auséncia de crescimento

Verificacdo de neutralizagdo do ativo Presenga de crescimento

4.3.11. Critérios de aceitagio
A acao bactericida da substancia teste sera evidenciada, guando for capaz de eliminar o sistema

teste em 59 dos 60 cilindros utilizados.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
Os tubos de ensaios contendo os carreadores com o meio de subcultura foram analisados
através da presenca ou auséncia de turvacgéo.
Como né&o foi observada a presenca de turvacdo nos 60 tubos, considera-se que ndo houve
crescimento do sistema teste apas o tempo de contato.
No controle de esterilidade dos cilindros carreadores nao foi observado presenca de crescimento
microbiano. No controle de viabilidade do meio de subcultura ocorreu a presenca de turvagao
(comprovando o crescimente do sistema teste aderido ao cilindro carreador); as enumeracoes dos
carreadores demonstraram que a concentragio do sistema teste estava dentro do limite permitido
e a verificacdo da neutralizagdo do ativo permitiu crescimento microbiano, desta forma, os
controles discutidos validam os resultados apresentados.

“Instalagdo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Préticas de Laboratério — BPL”
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6. CONCLUSAO

Através dos resultados apresentados e discutides, podemos concluir que a SUT POWER PLUS
demonstrou atividade bactericida frente o sistema teste Escherichia coli, na indicagdo de 1 litro
para 500 litros de agua e tempo de contato de 10 minutos.

7. REGISTROS

Todos os dados originais e registros desse estudo seréo arquivados na IT Ecolyzer, localizada
Rua Romao Puiggari, 898 - Vila das Mercés — CEP: 04164-001 — Séo Paulo - SP.

Os registros mantidos incluem e nao se limitam a: correspondéncias pertinentes aos estudos,
plano de estudo, desvios ou emendas ao Plano de Estudo, registros de cadeia de custédia da
SUT (F-GL 01 - Cadeia de Custédia de Substancia Teste) e SIT (F-MB 14 - Cadeia de custédia
para micro-organismos e controle de lotes dos sistemas teste), dados brutos (F-MB 06 — Atividade
Bactericida — Método Diluigdo de Uso - AQAC) e outros documentos relacionados 3 interpretacao
e avaliagdo dos resultados, bem como uma coépia do Relatério Final. Esses registros serio

arquivados na IT Ecolyzer, por um periodo de 05 anos.

8. ARMAZENAMENTO DA SUT E SIT
A SUT permanecera armazenada na sala de Armazenamento de Substancia Teste.

O SIT permanecera armazenado no refrigerador de Armazenamento de Micro-organismos.

9. GUIAS OFICIAIS DE TESTE
POP-MB 02.05 ATIVIDADE BACTERICIDA — METODO DILUICAO DE USO — ADAC.

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
INCQS, Fundacdo Oswaldo Cruz (65.3240.011) — Escherichia coli — Revisdo 02, 2018,
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EMENDA DE RELATORIO FINAL
Esta emenda é parte integrante do Relatério Final n°® B.1042023.2020

Estudo: Avaliagao da Atividade Bactericida, Método Diluigao de

Uso, Frente ao Sistema Teste Escherichia coli Ntimare da Evsanida: o

Cdédigo Ecolyzer: 69249 / 12034-2 / 2020.0

“Mativo Descricéao

CouA ¢
No Relatorio Final citado, item 4.2 Substancia Teste (SUT), onde se 1€ no campo

OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL
Deve-se considerar:
c r [ OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL

Conforme solicitagéo de corregao pelo patrocinador.
A mesma alteracdo deve ser considerada para o Relatério de Teor (ltem 4.2.1),
conforme anexo na pagina 2.

*C - Corregéo
*A - Adicao

Diretor de Estudo

Nome: Sabrina Menchini

Formacao: Bidloga — CRBio 51761/01-D

Endereco: Rua Roméao Puiggari, 898 - Vila das Mercés
CEP 04164-001 — Séo Paulo — SP

Telefone: (11) 2969-5020 23/10/2020
Endereco eletrénico: sabrina@ecolyzer.com.br

DECLARACAO DA GARANTIA DA QUALIDADE

Esta emenda foi inspecionada e revisada pela Garantia da Qualidade da IT ECOLYZER,
localizada a rua Roméao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP 04164-001 — S&o Paulo - SP,
sendo avaliado seu conteudo e que o0 mesmo garante a aderéncia do estudo aos Principios das
Boas Praticas de Laboratério como estabelecido pela NIT-DICLA-035/Cgcre.

Nome: Claudia Cristina Ramos
Formagéo: Quimica CRQ IV0416158 Ul opnen, S

{EM BRANCON,

Telefone: (11) 2969-5020 S o

Assiriado de farma digital por
LA A

End. Eletrénico: claudia@ecolyzer.com.br
23/10/2020
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Esta emenda é parte integrante do Relatério Final n° B.1042023.2020

Relatdrio de Analises
12034/2020.4.A.FQ
Teor de Tenscativo Catidnico
Eet relatijio de andlsss cancela & subsitul o relalénn 1203420203
Proposta Comercial: PC3358/2020.2

Data de Publicacio: 18092020112

Identificacio Conta
Clisnte: LPL indlistria & Comiicio de Saneantes Elreli CNPJCPF: 1462290800014
Contato: Bruno Espindola da Siha Telefore: 47 3344 1223/ 47 SG760 0012

Enderego: Fus Margarda Dalgoquio Bitencurt, 380 - Salseiros - Hajal - Santa Catanina - CEP 88311570 - Brazil

N°® Amostra: 12034-1/2020.4 - POWER PLUS
Tipo de Amostra: Produto par Limpeiza - Registo
Data Recebimento: 14072000 10:32.

OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL Lote: (01
Dt e Fabricacio: 190672020 Diata de Vilidade: 19062022
Guantidade de Amostra: 3855 Q d 1
- e = :
Resultados Analiticos
Fisico Quimica
Anilise Resultado RDC N* 58, 2010 xz Metodo de Andlise Data Inicio Data de Término
Teor de Tensoatlvo Catinico 1324% pz-amy | op | MNOUSERIOOMRe | gronn e B2 w0
Especificagoes
RDC N° 59, 2010: Resclucdo da Diretorla Colegiadani® 59, de 17 de dezembro de 2010, Displeo scbee o procedmenios e requishos ieoicos pam a nolficacio e o regstm de produios sanesnles
2 g8 outras providéncias
Interpretacdes

A amostra ATENDE aos padriies estabelckdos pela legislacio vigante conforme Resokecio ROC NP 58, de 17 de decembro de 2010

Notas
05 o inica B exchsh aos fers i
E proibida a rep a0 parcial deste reiadon 5 [ Tequer aprovacan por escritoda Ecolyzer
A it dasis ralaticko pod o B : it Mporkalmylios

sweb. com. Ao dicar re oo “Vakiar documents”, sedio sdlictados: ndmeiro da amosta, ano e o5 6

utimes digitos da chave de valdagio enconyada nofinal do ekt

Legendest

NA: h&o ss aplica

Lk Limite de Quanticagio,
%

Tuany Mimnda
Gerente Técnico
CRF—SP- 72264
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AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA EM SUPERFICIE DA
SUBSTANCIA TESTE POWER PLUS, METODO EN13697- FRENTE AO
SISTEMA TESTE
Listeria monocytogenes

Relatério Final n° N.1289790.2020

INSTALAGAO DE TESTE
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SIGLAS E DEFINIGOES

L Litro

g Grama

mL Mililitro

N Suspensao do sistema teste

Na Numero total de células sobreviventes na superficie carreadora ao
final do tempo de contato

Ncar Numero de células sobreviventes recuperadas na superficie
carreadora apoés a recuperagao

A Numero de células sobreviventes na superficie carreadora do
controle da agua ao final do tempo de contato;

B Numero de células sobreviventes no controle da validagao ao final
do tempo de contato

C Numero de células sobreviventes na amostra teste em validagao ao
final do tempo de contato

Log Logaritimo

TSA Tryptic soy agar

°C Graus Celsius

ATCC American Type Culture Collection

BPL Boas Praticas de Laboratério

CAS Chemical Abstracts Service

Cgcre Coordenacao Geral de Acreditacdo do Inmetro

DE Diretor de Estudo

DICLA Divisdo De Acreditacédo de Laboratérios

F Formulario

FC Fase Critica

GQ Garantia da Qualidade

GL Geral de Laboratério

GIT Gerente da Instalacido Teste

IT Instalagédo de Teste
Sigla de "International Union of Pure and Applied Chemistry", que
em portugués é "Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada".

IUPAC A IUPAC é uma organizacdo que foi criada com o objetivo de
elaborar as regras da nomenclatura oficial de todos os compostos
quimicos.

ITR Instrucdo de Trabalho

MB Microbiologia

NIT Norma Inmetro Técnico

PE Plano de Estudo

POP Procedimento Operacional Padrao

RDC Resolucéo da Diretoria Colegiada

LM Listeria monocytogenes

SIT Sistema Teste

SUT SubstanciaTeste

UFC Unidades Formadoras de Colbnia

L Litro
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O presente estudo foi conduzido de acordo com os principios das Boas Praticas de Laboratérios

(BPL).

Todos os documentos referentes ao presente estudo, dados brutos, plano de estudo e relatério

final, assim como substancia teste, encontram-se a disposicdo do patrocinador na IT ECOLYZER,
localizada a rua Roméao Puiggari, 898 — Vila das Mercés —Sao Paulo-SP - CEP 04164-001.

DIRETOR DE ESTUDO
Nome: Sabrina Menchini

Formacao: Biéloga — CRBio 51761/01-D

Endere¢o: Rua Roméo Puiggari, 898 — Vila das Mercés - Sdo Paulo — SP - CEP: 04164-001

Telefone: (11) 2969-5020
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Assinado de forma digital por
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RESUMO

A avaliagao da atividade bactericida em superficie possui a finalidade de determinar a capacidade que
o ativo, presente na substancia teste, possui de eliminar o sistema teste em questdo, em uma diluigédo
e em um tempo de contato determinado.

O procedimento baseia-se no contato da substancia teste com uma superficie carreadora previamente
impregnada com o micro-organismo alvo, permanecendo durante tempo de contato estabelecido.
Posteriormente, a superficie carreadora é transferida para um frasco contendo pérolas de vidro e caldo
neutralizante para promover a ressuspensao e contagem das células sobreviventes para célculo do
Log reducional.

No estudo realizado com a substancia teste — POWER PLUS, obteve-se redugédo de >6,43 Log
(equivalente a >99,9999 %) do sistema teste (na presenga de substancia interferente em condigdes
limpas) apés o tempo de contato de 10 minutos, comprovando que a substancia teste possui eficacia

bactericida frente ao sistema teste nas condi¢des do teste estabelecidas.
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1. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia bactericida da SUT POWER PLUS, através da técnica
de avaliagao quantitativa reducional da comunidade Europeia EN13697, frente ao sistema teste Listeria
monocytogenes.

2. SELEGAO E JUSTIFICATIVA DO SISTEMA TESTE

O sistema teste selecionado para este estudo € indicado nos métodos oficiais e 6rgédos regulatérios

para avaliagao de eficacia bactericida.

3. ITENS DO ESTUDO
3.1 Informacdes do Sistema Teste (SIT)
Descrigao: Listeria monocytogenes

ATCC: 19115
Lote: LM281020

3.2 Substancia Teste (SUT / Item de Teste)

Cédigo Ecolyzer: 81398/22664-1/2020.0
Nome comercial: POWER PLUS
Ingrediente ativo: Cloreto de Benzalcénio

Pureza do ativo: 80%

OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL

Numero CAS e/ou nome IUPAC: 8001-54-5

Lote: 001

Fabricagao: 19/06/2020

Validade: 19/06/2022

Condi¢ao de Armazenamento: temperatura ambiente

Destinagao: descarte

*Modo de Acéao e/ou Aplicacao: Aplicar a SUT na diluicdo de 1:500, deixando agir pelo tempo
de contato de 10 minutos, em condi¢des limpas.

* Informacao enviada pelo patrocinador

3.2.1 Caracterizagao
Cor: verde
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Aparéncia: liquido

Relatério de Teor: Teor realizado pela IT

Relatorio de Analises
12034/2020.1.A.FQ

Teor de Tensoativo Catidnico
Este relatiro de andlises cancela e subsihul o rdatéro 120342020.0

Proposta Comercial: PC3358/2020.2 [ |
Datn de Publicagio: 25072020 21 53
Identificacao Conta
Cliente: Lpl Comercio De Produtos De Limpeza De Onitus Lids Epp CNPACPF: 14 622508000141
Contato: Bruno Espindda da Sha Telefone: 47 1344 1223/ 47 99760 (012
Enderego: Rus Margarkda Dalcoquéo Beencurt, 380 - Salseiros - tajai - Santa Catanina - CEF: B8311-570 - Brazil
N® Amostra: 12034-1/2020.1 - POWER PLUS
Tipo de Amostra: Produto para Limpeza - Registo
Data Recebimento; 140772000 10:2
OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL Lote: 001
Diata de Fabricagio: 1906200 Data de Validade: 19062022
Cuantidade de Amostra: 985G Q de Embalagens Recebidas: 1
Responsahilidade da Amostragent: Confratanis
Resultados Analiticos
Fisico Quimica
Andlise: Resultado ROCN 58,2010 | DSV | pgiogo de Andlise Data Inicio Data de Término
Toor de Tensoatvo Calibrico 1324% uz-ames | oo | NOSEENIMARE | 7o e 2907200 03
Especificagoes
RDC N" 59, 2010: Resaugio da Diretoris Colegiadari* 59, de 17 de dezemtro de 2010, Dispde scbre o5 quistos ticnicos para & gish de produtos
& chh outras providénclas.
Interpretagdes
A amestra ATENDE a0s padifes i ige 30 RDC N° 59, de 17 de dezembro des 2010
Notas
qquser aprovacho por escrito da Ecolyzer.
3 Ao dicar na opglio "Vakdar ", serda ' da amostra, ano e o8 6

LoeR el

Tusany Miranda
Gerenta Técrico
CRF - 5P 72264
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4. LOCAL DE REALIZAGAO DO ESTUDO
O estudo foi realizado na IT Ecolyzer, localizada a rua Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — Sao
Paulo — SP — CEP: 04164-001, no Laboratério de (MB).

5. DATAS
Inicio do Estudo (Assinatura do Suplemento)
21/10/2020
FASE ANALITICA
Inicio do Experimento Término do Experimento
21/10/2020 30/10/2020

Término do estudo (Assinatura do Relatério Final)
03/11/2020
Desvio 01: o teste precisou ser repetido devido ter sido observado crescimento de colénias nao
caracteristicas do micro-organismo, portanto, foi alterada a data de término do experimento de
23/10/2020 para 30/10/2020.

6. MATERIAL UTILIZADO

6.1 Meio de cultura, solugoes, material estéril e suprimentos diversos.

Meios de Cultura e Solucoes

e Caldo CEN;

o Agar TSA;

. Agua purificada estéril;
e Solucao diluente;

e Substancia interferente;
e Agua dura.

Material Estéril

e Tubos de ensaio;

e Ponteiras;

e Frasco;

e Pérolas de vidro;

e Pinga;

e Disco carreador;

e Placa de Petri + Papel filtro;

e Frasco estéril;
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Pipeta graduada;
Placa de Petri descartavel;
Alga Loop;

Pipeta de Pasteur.

Suprimentos Diversos Auxiliares

Tubos de ensaio;
Beéquer;

Estante para tubos de ensaio;

6.2 Equipamentos e Vidrarias Volumétricas Utilizadas

Estufa incubadora;
Camara de fluxo laminar;
Micropipeta;
Cronbmetro;

Termo higrémetro;
Termdmetro Digital
Balanga;

Termbdmetro de vidro;
Agitador de tubos;
Espectrofotdmetro;
Contador de Colonias;

Baldo Volumétrico;

7. METODOS

7.1 Guias oficiais de teste

RF N.1289790.2020

Chemical disinfectants and antiseptics EN 13697:2015 — Quantitative non-porous surface test for the

evaluation of bactericidal and/or fungicidal activity of chemical disinfectants used in food, industrial,

domestic and institutional areas — Test method and requirements without mechanical action (Phase 2,
Step 2);

POP - MB 31.01

F-GL 68.02 Aprovado em: 02/10/2020

Relatério Final de Estudo NBPL

| - ATIVIDADE BACTERICIDA E FUNGICIDA PARA DESINFETANTES E
ANTISSEPTICOS EM SUPERFICIE - EN 13697 (FASE 2 - PASSO 2).
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8. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO ESTUDO - FASE DE LABORATORIO

RF N.1289790.2020

8.1 Preparo do Sistema Teste

Foi adicionado 10 mL de solugdo diluente em um frasco contendo pérolas de vidro e entdo o
crescimento obtido na manutengéo do micro-organismo foi transferido para o frasco e agitado até obter
completa dispersao do micro-organismo.

A mistura resultante foi transferida para um tubo e padronizada para a seguinte concentragao:

TIPO CONCENTRAGAO FINAL
Capaz de produzir filme biolégico de carga = 6,27
Log apds processo de secagem

Sistema Teste

Duas superficies carreadoras esterilizadas, foram transferidas para uma placa de petri estéril contendo
papel filtro.

Foi transferido 9,0 mL do sistema teste padronizado para um tubo contendo 1,0 mL de substancia
interferente e a mistura foi agitada. Foi transferido uma aliquota de 0,05 mL em cada uma das
superficies preparadas e a placa foi submetida a incubagao em temperatura inferior a 37 °C até que o
material inoculado ficou completamente seco.

8.2 Contagem Microbiolégica do Sistema Teste Padronizado (N) e (Nv)

Foi realizado diluicdo seriada do sistema teste padronizado, a fim de confirmar a obtencdo de uma
solugéo contendo a carga microbioldgica apropriada para o teste, conforme a seguir:

TIPO DILUIGAO SERIADA TEMP TEMPO
N 10%e 107 | TSA 36+1°C | 45 horas

8.3 Preparo da Substancia Teste
A indicagdo de uso da substancia teste € de 1:500, portanto antes do teste, foi diluido 1 mL da SUT

em 499 mL de agua dura para obter uma solugao fisicamente estavel e homogénea.

8.4 Procedimento Teste

8.4.1 Determinacao de Atividade Bactericida em Superficie (Na) e (Ncar)

Apods adesdo microbiana a superficie carreadora, transferiu-se 0,1 mL da substancia teste sob a
superficie carreadora, certificando-se que toda a area anteriormente contaminada permaneceu em
contato direto com a substancia teste, o cronémetro foi acionado e aguardou-se o tempo de contato
em avaliacio;

Ao final do tempo de contato utilizando uma pinca, a superficie carreadora foi transferida para um
frasco contendo 10 mL de caldo neutralizante com uma camada de pérolas de vidro suficiente para

suportar carreador. A area inoculada (SIT x SUT) foi posicionada em contato com a camada de pérolas
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de vidro, entdo o frasco foi misturado durante 1 minuto para permitir a ressuspensao de qualquer célula
sobrevivente na superficie carreadora. Apds 5 = 1 minutos de neutralizagao, realizou-se uma diluicdo
seriada do caldo neutralizante e plaqueamento em duplicata nas condi¢des estabelecidas a seguir:

TIPO DILUIGAO SERIADA TEMP TEMPO
Na 10" até 10® ‘ TSA 36 £ 1°C 45 horas

A superficie carreadora foi retirada do frasco, o excesso de neutralizante foi escorrido, lavada com
agua estéril e posicionada em uma placa contendo TSA solidificado. Em seguida adicionou-se uma

sobre camada do mesmo meio de cultura fundido. Esta placa correspondeu ao Ncar da superficie.

8.5 Controles

8.5.1. Controle agua (A) e (Ncar)
Apoés adesdo microbiana a superficie carreadora, transferiu-se 0,1 mL de agua purificada estéril sob a

superficie carreadora, certificando-se que toda a area anteriormente contaminada permaneceu em
contato direto com a agua, o cronémetro foi acionado e aguardou-se o tempo de contato em avaliagao;
Ao final do tempo de contato utilizando uma pinca, a superficie carreadora foi transferida para um
frasco contendo 10 mL de caldo neutralizante com uma camada de pérolas de vidro suficiente para
suportar carreador. A area inoculada (SIT x Agua) foi posicionada em contato com a camada de pérolas
de vidro, entéo o frasco foi misturado durante 1 minuto para permitir a ressuspensao de qualquer célula
sobrevivente na superficie carreadora. Apos 5 + 1 minutos de neutralizagao, realizou-se uma diluigao
seriada do caldo neutralizante e plaqueamento em duplicata nas condigdes estabelecidas a seguir:

TIPO DILUIGAO SERIADA TEMP TEMPO
A 100 | TSA 36+1°C | 45 horas

8.5.2. Controle do Neutralizante (B)

Foi transferido 0,1 mL de agua purificada estéril para um frasco contendo 10 mL de neutralizante,
misturado e entdo aguardou-se 5 £1 minutos.

Ao final do tempo, adicionou-se 0,05 mL do sistema teste padronizado contendo a mistura de
substancia interferente (preparagao utilizada para o preparo das superficies carreadoras), misturado.
Ap6s 5 £ 1 minuto para a neutralizagdo, foi realizado uma diluicdo seriada do caldo neutralizante e
plagueamento em duplicata nas condigdes estabelecidas a seguir:

Tipo Diluigao Seriada TEMP TEMPO
B 103 -10° TSA 36 + 1°C 45 horas
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8.5.3. Controle de Neutralizagao (C)

Foi transferido 0,1 mL da substancia teste para um frasco contendo 10 mL de neutralizante, misturado
e entdo aguardar 5 +1 minutos.

Ao final do tempo, adicionou-se adicionado 0,05 mL do sistema teste padronizado contendo a mistura
de substancia interferente (preparagcédo utilizada para o preparo das superficies carreadoras) e
misturado. Apds 5 £ 1 minutos para a neutralizagdo, foi realizado uma diluicdo seriada do caldo
neutralizante e plagueamento em duplicata nas condigdes estabelecidas a seguir:

TEMP TEMPO
36 + 1°C 45 horas

Tipo Diluicao Seriada
Cc 103 -10° TSA

9. RESULTADOS E DISCUSSOES
As leituras foram realizadas através da contagem das colbnias utilizando um contador, considerando

os valores validos na faixa de 14-330 UFC, foram observados os seguintes resultados:

Parametro Concentragao Log
A 3,45 x 10°8 6,53
A (Ncar) 0 -
B 4,5 x 108 -
C 4,8 X 108 -
Na <10 <0,1
Na (Ncar) 0 -
Média Ponderada 5,41
Log R (Log A — Log N.) >6,43 (equivalente a >99,9999 %)

Os resultados obtidos nos parametros N, A, B, C N¢ar € N, foram definidos e demonstram valores
dentro dos limites de aceitagdo estabelecidos para a metodologia, desta forma, é possivel confirmar

sua reprodutibilidade para o estudo em questao.

9.1 Critério de aceitacao
A atividade bactericida é comprovada quando a substancia teste demonstrar redugdo de ao menos 4

logs nas condi¢des selecionadas, frente o sistema teste avaliado.

10. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos e discutidos, podemos concluir que a substancia teste foi considerada
satisfatoria, pois apresentou redugao da carga microbiolégica de >6,43 logs (equivalente a >99,9999
%), frente ao sistema teste Listeria monocytogenes, quando utilizada na concentragdo de 1:500 com

tempo de contato de 10 minutos e em condigdes limpas.
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11. REGISTROS

Todos os dados originais e registros desse estudo serdao arquivados na IT Ecolyzer, localizada Rua
Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — Sao Paulo-SP - CEP 04164-001.

Se houver transferéncia para outro local esta sera documentada pelo responsavel da area.

Os registros mantidos incluem e n&o se limitam a: correspondéncias pertinentes aos estudos, plano de
estudo, desvios ou emendas ao Plano de Estudo, registros de cadeia de custodia da SUT, dados brutos
e outros documentos relacionados a interpretagao e avaliacdo dos resultados, bem como uma copia

do Relatdrio Final. Esses registros serdo arquivados na IT Ecolyzer, por um periodo de 05 anos.

12. ARMAZENAMENTO DA SUT, SIT
A SUT permanecera armazenada na sala de Armazenamento de Substancia Teste.

O SIT permanecera armazenado no refrigerador de Armazenamento de Micro-organismos.

13. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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DECLARACAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO

t

O presente estudo foi conduzido de acordo com os principios das Boas Praticas de Laboratorios
(BPL).

Todos os documentos referentes ao presente estudo, dados brutos, plano de estudo e copia do
relatorio final, assim como substancia teste, encontram-se a disposicdo do patrocinador na IT
ECOLYZER, localizada a rua Romé&o Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP 04164-001 — S&0 Paulo-
8P,

DIRETOR (A) DE ESTUDO
Nome: Sabrina Menchini
Formagao: Bidloga — CRBio 51761/01-D
Enderego: Rua Romé&o Puiggari, 898 — Vila das Mercés - f _
CEP: 04164-001 - Sao Paulo - SP %Mﬁ_m L&w‘
Telefone: (11) 2969-5020 ~
End. Eletrénico: sabrina@ecolyzer.com.br IS/ 06 Roolo

EQUIPE IT ECOLYZER

Nome ) Responsabilidade o
Glaucio Pereira Machado - Gerente da Instalacdo Teste
_Claudia Cristina Ramos ~ Garantiada Qualidade
Thiago Salustri Anailsta
Gabriela Lorena Bento ' Anahsta
Lauro Uezu Prezzi Receblmento de Subsianma Teste

GERENTE DA INSTALACAO DE TESTE (GIT)
Nome: Glaucio Pereira Machado
Formacgdo: Veterinario - CRMV SP n°20396

Enderego: Rua Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés
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DECLARAGAO DA GARANTIA DA QUALIDADE

Este relatorio final, n° B.1 042035.2020, foi inspecionado e revisado pela Garantia da Qualidade
da IT ECOLYZER, localizada & rua Romao Puiggari, 898 - Vila das Mercés — CEP 04164-001 — Sa0
Paulo - SP, sendo avaliados sua clareza, contetdo e, que ele reflete os dados brutos.

Também foram avaliadas suas fases criticas (FC): FC I: contaminagédo dos carreadores, FC /-
Execugdo do teste, FC il leitura do teste, nas datas listadas abaixo, e informadas ao GIT e DE.

Eu, Claudia Cristina Ramos, como representante da Garantia da Qualidade da IT ECOLYZER
declaro que todas estas medidas garantem a aderéncia do estudo aos Principios das Boas Praticas
de Laboratério como estabelecido pela NIT-DICLA-035/Cgcre. O Certificado de Reconhecimento BPL
consta neste Relatério Final.
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RESUMO

A avaliacao da atividade fungicida possui a finalidade de determinar a capacidade do ativo presente
na substancia teste na eliminagéo do sistema teste em questao, em uma diluicdo e tempo de contato
determinado.

A Fase 2 - Passo 2, baseia-se no contato da substéncia teste com um carreador previamente,
preparado, contendo o micro-organismo alvo em concentracdo conhecida aderido a superficie
carreadora (filme biol6gico), permanecendo durante tempo de contato estabelecido e posteriormente
as células sobreviventes sdo ressuspendidas em um tubo contendo caldo neutralizante, promovendo
a neutralizacdo do ativo seguido de contagem microbioclogica para determinag@o do numero de células
sobreviventes e célculo do Log reducional.

No estudo realizado com a substancia teste - POWER PLUS, obteve-se redugdo de >4,27 Log
(equivalente a >99,99 %) do sistema teste (na presenga de substancia interferente em condigbes
limpas) apds o tempo de contato de 10 minutos, atingindo a redugéo necessaria para comprovar a
eficacia fungicida da substancia teste frente ao sistema teste quando aderido em uma superficie

carreadora nas condi¢des do teste estabelecidas.

‘Instalagdo Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Pralicas de Laborafono — BPL"
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1. INTRODUCAO

Fungos s&do organismos eucariotos e possuem organizacéo celular mais complexa, com membrana
nuclear individualizada e varios tipos de organelas.

Eles possuem muitas fungbes benéficas como equilibrio da cadeia alimentar, decompondo matéria
organica e utilizacao na producéo de alimentos, entre outros.

Entretanto, algumas espécies sdo causadoras de infecgbes em seres vivos: em hospitais podem
acometer individuos com o sistema imunologico comprometido. Outras doencas, também causadas
por fungos, afetam plantas economicamente importantes, causando grandes prejuizos.

Algumas substancias, denominadas fungicidas, possuem a capacidade de eliminar ou inibir a acéo
destes micro-organismos.

A avaliagao da atividade fungicida possui a finalidade de fornecer informacdes importantes com relagao

ao efeito letal existente na substancia teste sobre fungos.

2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia fungicida da SUT POWER PLUS de acordo com suas
especificagdes de aplicacdo determinadas pelo patrocinador e declaradas no Item 4.2 Substancia
Teste (SUT), frente ao sistema teste Candida albicans.

3. DATAS

Inicio do Estudo (Suplemento) e |

10/09/2020 -
 FASEANALMICA

Inicio | Término

12/09/2020 | 1410972020 st}

Fase Critica | Fase Criticall |  Fase Critica lll

(Contaminacéo dos (Execucao do teste) (Leitura do teste)

carreadores) -
12/09/2020 12/09/2020 14/09/2020

Término do Relatério Final

18/09/2020
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4, MATERIAL E METODOS

4.1. Sistema Teste (SIT)

Nomenclatura cientifica / Quimica Candida albicans e i

Nomenclatura usual Candida albicans 1l

ATCC (American Type Culture Collection) ATCC 10231 L
_Lote do SIT | CA120020

4.2. Substéancia Teste (SUT)

Cédigo Ecolyzer 69249 / 12034-2/ 2020.0 -
Nome comercial Power Plus T U
Ingrediente ativo _ | Cloreto de benzilconio 80% =
Composicéo Quimica OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL
_Nimero CAS elou nome IUPAC __ ]eootses

*Teor do Ingrediente Ativo: 13,24% (conforme

Caracterizagio item —4.2.1 Relatério de Teor)

Cor: Verde
Aparéncia: Liquido o ey B
Lote 001 grs
_Fabricacéo 19/06/2020 i .
Validade 19/06/2022 I -
_Condicéo de Armazenamento Temperatura ambiente
Destinagdo Descarte

Aplicar a SUT na diluigao de 1 litro para 500 litros

Modo de Agao e/ou Aplicacdo de agua em condicdes limpas.

*Informacéo declarada pela IT.
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4.2.1 Relatorio de Teor

Relatorio de Analises

TR0 .
Pl l 12034/2020.2.A.FQ
L yzer Yeor de Tenuontivn Calidaen
i Esturnialiedis soriboes rarsmba o b il o rbet i {02400 1
Proposta Comercial PU3358/2020 2
Dt do Pribdicagdn: 1705200 15 45
tdentificac¥o Conia
liurta: {78 frkishla @ Comamindi Sonsinine Firdl CNPEERE: 1000 9T 4
Camtat: oo Frpdvtdnda Shn Telafernr =7 ¥504 L0047 00T

Enderegn: s Magodds Dalzogido Bhanant B8 Sawing Bl Serda Cotwinn CFP B2304570 Brant

! N° Aptbstra: 12034412020 2 . POWER PLUS
Tipe: de Arnontes: Prodds s ingeon . Pregietn

OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL Yin: (7
it e § afwiearfer 190G  Bhortes by Vindiehmeln: S9N
Dhsaptiriac de Amertia; T050 Orenticdacderbe Frshalagens Recofidas: 1
Respemeatildadeda Amodragm: ottty

Resuitados Analiticas
Figico Quimica
| | Dy .
Aeiline. | Reaudtaty | ROCNTSg a0 | Lct Mitodes o Andfie st b Tinia e Léemina
Toce e Torgnation Catfiien. | s LR FAS nm '--“-?»“-i;q'li”.u e e e Gt ]

Eapecificagies

RIC N33, 2030 Reube Soda Sretoris Crlagiandas® S5 o 17 oo dengrben e 01T [epie ssbet ot procendvint ea o JEEAR T e gowa oot T o e
RS Ees ot U T

B ol st

Inferprataghes
Haerontia ATENIE xngp e AT T e 47 e Smenders A HD
Rotas
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4.3. Delineamento experimental do estudo — Fase de Laboratério

O estudo foi realizado na IT Ecolyzer, localizada a rua Romao Puiggari 898 - Vila das Mercés - Sdo
Paulo-SP — CEP 04164-001, no Laboratério de Microbiologia (MB).

4.3.1. Reagentes

Reagente ! Lote Observagdes

Detergente alcalino RG 00478 Limpeza de laminas carreadoras

4.3.2. Meios de Cultura e Solugdes

Meio de cultura e solugdes Ciclo esterilizagao / Lote solugdo
Caldo neutralizante CEN 323/20
Meio de cultura: MEA 325/20
Agua purificada estéril 324/20
Agua dura S-MB 174/20
Solugao diluente 320/20
Substancia interferente S-MB 170720

As preparacoes das solugdes foram realizadas conforme descrito na ITR-MB 12

4.3.3. Material Esteril

Material . Ciclo/Lote Observacdes
Tubo de rosca 325120 Esterilizado em autoclave
Tukiog ts er:ﬁ?r:o -2 X140 324/20 Esterilizado em autoclave
i

Laminas carreadoras 326/20 Esterilizado em autoclave

Ponteiras 310/20 Esterilizado em autoclave

Placa de petri com papel filtro 326/20 i Esterilizado em autoclave

Pinca 325/20 Esterilizado em autoclave

Pérolas de vidro | 325/20 | Esterilizado em autoclave
Pipeta graduada 110219-4 Adquirido previamente esterilizado
Placa de Petri descartavel 1 7166 Adquirido previamente esterilizado
Alga Loop 855504 Adquirido previamente esterilizado
Pipeta de Pasteur 20181225C Adquirido previamente eslerilizado

“Instalacic Teste reconhecida em conformidade aos principios das Boas Préticas de Laboralorio — BPL"
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Material Observagoes
Tubos de ensaio - 20 x 150 mm Tubos utilizados para meios de cultura e subcultura
Tubos de rosca Tubos utilizados para SUT e meio de cultura
Estante para tubos de ensaio Suporte e organizacao tubos do estudo
Camara de Neubauer Camara para contagem de células

4.3.5. Equipamentos e Vidrarias Volumétricas Utilizadas

EQUIPAMENTOS E VIDRARIAS VOLUMETRICAS UTILIZADAS

Nome Identificagao
Estufa incubadora INC 07
Estufa incubadora INC 13
Camara de fluxo laminar CFL 02
Micropipeta | MIP 67
Micropipeta MIP 52
Cronémetro CRO 29
Banho Ultra termostatico BMT 02
Termo higrometro TMH 88
Termo higrémetro TMH 66
Termémetro de Vidro - TRM 60
Balanca | BAD 04
Agitador de tubos AGT 11
Esterilizador EIV 06
Contador de colénias COC 02
Microscopio MIC 02
Baldo volumétrico de 500 mL j RBC 6507/18

‘Instalagéo Teste recanhecida em conformidade aos principios das Boas Préticas de | ahoratério — BPL”
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4.3.6. Procedimento do teste

4.3.6.1. Preparo da superficie carreadora
Os carreadores foram fervidos durante 10 minutos em detergente alcalino e lavados 3 vezes com agua

destilada e apos a secagem, foram marcados com um quadrado em uma das extremidades conforme

figura a seguir:

! I -
= | S
« 1 Budes—

Os carreadores foram posicionados em uma placa de Petri de vidro contendo papel filtro e eslerilizado
em autoclave durante 15 minutos a2 121°C.

4.3.6.2. Preparo do Sistema Teste
Foi adicionado 10 mL de solugéo diluente em um frasco contendo pérolas de vidro estéreis e entdo o
crescimento obtido na manutengdo do micro-organismo foi transferido para o frasco e agitado até obter
completa dispersao do micro-organismo na suspensao.
A mistura resultante foi transferida para um tubo e padronizada utilizando camara de Neubauer para a

seguinte concentragao:

~_mPo ~ CONCENTRAGAO FINAL
Sistema teste (N) 15x10%- 5.0 x 10°

A partir do sistema teste padronizado, foi preparado a seguintes suspensdes para os controles do teste
da éeguinte forma:

< 2,5 mL da diluicdo (10°) do sistema teste;

% 7,5 mL de solugao diluente.

~ TPO | CONCENTRACAOFINAL
Controle (Nv) . 3,0x10*-1,6x10°

Foi utilizado para realizagéo dos controles e valida¢&o do teste A, Be C.

4.3.6.3. Contagem do Sistema Teste Padronizado
Foi realizada diluicdo seriada do sistema teste padronizado e suspensdes de controle, a fim de
confirmar a obtengdo de uma suspensdo contendo a carga microbiologica definida para o teste,

conforme a seguir:

TIPO DILUICAO SERIADA TEMP TEMPO
Sistema teste (N) | 10%e 107 MEA |30=x1°C| 46 horas
Controle (Nv) 1077 MEA | 30+1°C |  A426horas
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4.3.6.4. Preparo da Substancia Teste

A substancia teste foi preparada conforme indicade no Modo de Acdo elou Aplicagao descrito no item
4.2,

4.3.6.5. Determinagédo da Atividade Fungicida (N,)
Foi transferido 10 mL da substancia teste preparada para um tubo cilindrico com rosca e mantido em
banho de &gua com temperatura controlada. O carreador contaminado foi imergido, certificando-se
que a area de contaminagao permaneceu completamente coberta pela substancia teste e aguardou-
se o tempo de contato estabelecido.
Ao final do tempo de contato, o carreador foi transferido para outro tubo cilindrico com rosca contendo
10 mL de caldo neutralizante e pérolas de vidro, agitado e mantido em banho de agua controlado
durante 5 minutos para neutraliza¢éo.
Apés tempo de neutralizag&o, o tubo foi novamente agitado e realizado diluico seriada, plaqueamento
em duplicata e incubacdo conforme tabela a seguir.
TIPO DILUICAC SERIADA TEMP |  TEMPO '"'f'_j]

Na 107-10° ] MEA | 30£1°C | 46 horas

4.3.6.6. Controle da Agua (Ny)
O procedimento de determinacdo de atividade fungicida (N.) foi repetido, porém substituindo a

substancia teste por agua purificada estéril.

4.3.6.7. Controle das Condig¢des experimentais (A)

Em um tubo de ensaio, foi adicionado 1,0 mL de substancia interferente e 1,0 mL da suspenséo (N),
o tubo foi agitado e o cronometro acionado. O tubo foi mantido em banho com temperatura controlada
durante 2 minutos,

Ao final do tempo, 2 mL da mistura foram transferidos para um tubo contendo 8 ml de diluente da SUT,
o tubo foi agitado e mantido em banho com temperatura controlada durante o tempo de contato
estabelecido. Apos o término do tempo de contato, realizou-se o plagueamento em duplicata e
incubacao conforme a seguir:

TIPO DILUIGAO SERIADA TEMP ~ TEMPO
A 100 | MEA 30£1°C | 46 horas

4.3.6.8. Controle do Neutralizante (B)
Foi adicionado 1,0 mL do sistema teste padronizado (N,) em um tubo contendo 1,0 mL de agua
purificada esteril e 8,0 mL de caldo neutralizante, o tubo foi agitado e o cronometro acionado. O tubo
foi mantido em banho com temperatura controlada durante 5 minutos.

Ao final do tempo de contato, realizou-se plagueamento em duplicata e incubagdo conforme a seguir:
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TIPO DILUIGAO SERIADA TEMP :'__‘r_g'nﬁﬁf)‘_
B 10° | MEA | 30%1C | 4_6hor'as'

4.3.6.9. Confirmacao da Neutralizagéo (C)
Em um tubo estéril contendo 8,0 mL da substancia teste, foi adicionado 1,0 mL de substancia
interferente e 1,0 mL de solugao diluente, o tubo foi agitado e o cronometro acionado e mantido em
banho com temperatura controlada.
Ao final do tempo de contato estabelecido, o tubo foi agitado e 1,0 mL transferido para um tubo
contendo 8,0 mL de neutralizante e entdo agitado e mantido em banho com temperatura controlada
durante 5 minutos para neutralizaco.
Ao final do tempo de neutralizagéo, foi adicionado 1,0 mL do sistema teste padronizado (Nv), o tubo
agitado e mantido em banho com temperatura controlada durante 30 minutos.
Ao final do tempo de contato, foi realizado o plagqueamento em duplicata e incubacdo conforme a

seguir.

Tipo Diluigdo Seriada TEMP ~ TEMPO |
c 1072 MEA | 30x1°C 46 horas

4.3.7. Leituras e resultados
Apo6s o tempo de incubagio as placas foram avaliadas em contador de colénia e os valores de

contagem obtidos (faixa de 14-330 UFC) encontrados estdo no quadro a seguir:

Parametro Concentragio o "~ Log ]
N 1,59 X 10° 8,20
Ny 525 x 107 S -
Nvwo 525x10" | - T
Nu 261x100 | e41 ]
i | A —
- A=205xN, | Conforme -
B >0,5x Ny ~ Conforme e
C=20,5x%x Ny S _ Conforme
Média ponderada - 6,60 -
Log R (Log Ny — Log N.) >4,27 S

4.3.7.1. Critérios de aceitagdo
A atividade fungicida é comprovada quando a substancia teste demonstrar reducéo de ao menos 4

logs nas condicbes selecionadas, frente o sistema teste avaliado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
Os valores de contagem obtidos para os parametros N, N,, Nyo, Nvp, A, B, C. N, e N,, foram definidos
e demonstram valores dentro dos limites de aceitacdo estabelecidos para as metodologias, desta

forma, € possivel confirmar sua reprodutibilidade para o estudo em questao.

6. CONCLUSAO

Através dos resultados apresentados e discutidos, podemos concluir que a SUT POWER PLUS foi
considerada satisfatéria, pois apresentou redugdo da carga microbioldgica de >4,27 logs (equivalente
a >99,99%), frente o sistema teste Candida albicans, para fase 2 passo 2, na indicacao de 1 litro para

500 litros de agua e tempo de contato de 10 minutos.

7. REGISTROS

Todos os dados originais e registros desse estudo serdo arquivados na IT Ecolyzer, localizada Rua
Roméo Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP 04164-001 — S0 Paulo - SP.

Os registros mantidos incluem e nao s'e limitam a: correspondéncias pertinentes aos estudos, plano de
estudo, desvios ou emendas ao Planc de Estudo, registros de cadeia de custodia da SUT (F-GL 01 -
Cadeia de Custodia de Substéncia Teste) e SIT (F-MB 14 - Cadeia de custodia para micro-organismos
e controle de lotes dos sistemas teste), dados brutos (F-MB 38 — Atividade Fungicida- Método Europeu
— Fase2, Passo 2) e outros documentos relacionados a interpretacsio e avaliagado dos resultados, bem
como uma copia do Relatério Final. Esses registros serdo arquivados na IT Ecolyzer, por um periodo
de 05 anos.

8. ARMAZENAMENTO DA SUTE SIT
A SUT permanecera armazenada na sala de Armazenamento de Substancia Teste.

O SIT permanecera armazenado no refrigerador de Armazenamento de Micro-organismos.

8. GUIAS OFICIAIS DE TESTE
POP- MB 01.04 — ATIVIDADE FUNGICIDA

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Chemical disinfectants and antiseptics — BS EN 14562:2006 - Quantitative carrier test for the evaluation
of fungicidal or yeasticidal activity for instruments used in the medical area — test method and

requirements (phase 2, step 2).
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EMENDA DE RELATORIO FINAL
Esta emenda é parte integrante do Relatério Final n® B.1042035.2020

Estudo: Avaliacdo da Atividade Fungicida, Método 14562,

Frente ao Sistema Teste Candida albicans Namero da Emenda: 01

Cdédigo Ecolyzer: 69249 / 12034-2 / 2020.0

“Mativo Descricao
CouA &4
No Relatorio Final citado, item 4.2 Substancia Teste (SUT), onde se 1€ no campo
OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL
" |De"e'se considerar:| 1) TADO POR SEGREDO INDUSTRIAL

Conforme solicitagéo de correg¢ado pelo patrocinador.

A mesma alteracdo deve ser considerada para o Relatério de Teor (ltem 4.2.1),
conforme anexo na pagina 2.

*C - Corregao
*A — Adigao

Diretor de Estudo

Nome: Sabrina Menchini T
Formag&o: Bisloga — CRBio 51761/01-D 0 o p., BT
Enderego: Rua Roméo Puiggari, 898 — Vila das Mercés T .
CEP 04164-001 — S&o0 Paulo — SP em—

Telefone: (11) 2969-5020 23/10/2020
Endereco eletrénico: sabrina@ecolyzer.com.br

DECLARACAO DA GARANTIA DA QUALIDADE

Esta emenda foi inspecionada e revisada pela Garantia da Qualidade da IT ECOLYZER,
localizada a rua Roméao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — CEP 04164-001 — S&o Paulo - SP,
sendo avaliado seu conteudo e que o0 mesmo garante a aderéncia do estudo aos Principios das
Boas Praticas de Laboratério como estabelecido pela NIT-DICLA-035/Cgcre.

Assinada de forma digital por

Nome: Claudia Cristina Ramos 3 e
Formacgao: Quimica CRQ 1V0416158 O‘-‘iﬂm\m p m;;m:;:‘:::'.

Telefone: (11) 2969-5020 <

End. Eletrénico: claudia@ecolyzer.com.br
23/10/2020
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EMENDA DE RELATORIO FINAL
Esta emenda é parte integrante do Relatério Final n° B.1042035.2020

Relatorio de Analises
12034/2020.4.A.FQ
Teor de Tensoativo Calidnico
" andiizes da ¢ subratbui o relaléio 1203420203
Proposta Comercial: PC3358/2020.2

Dats de Publicacio: 18082020 11.22

Identificacio Conta
Cliente: LPL Indistria & Comério de Saneares Eirdl CNPWCPF: 146229080001 41
Contato: Bruno Espinddla da Siva Telefone: 47 T4 1223/ 47 ST60 0012
Enderege: Rus Mergarkda Diaégonuio Blencurt, 380 - Salselros - Itajad - Santa Cataring - CEP: 88311570 - Brazit

N° Amostra: 12034-1/2020.4 - POWER PLUS
Tipo de Amostra: Produto para Limpeza - Ragistm

Data Recebimonto: 140772020 1032

OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL Lote: (01
Data de Fabricaio; 19082000 Dhata de Vadicksde: 19062022
Chaantidade de Amostra: 850 Oissntidarbe de Embak Recebids: 1

Responsabilidade da Amostrageny: Coniratants

Resultades Analiticos
Fisico Quimica
Al Resultada RDCN° 59,2000 mp ”- Método de Anilise Drats Insicio Data de Términe
Teor de Tensoativo Catiiri BM% 22-1378% | OM '”m"?'g’_'z'.?ﬁ“‘" ATIOTI20 1408 24072020 0209
Especificagoes
RDC N° 53, 2019; Resolucio da Direloria Colegiada n* 59, de 17 de dezembr de 2010, Dispie sobre os procedmentns & rquisics haicos para a nlficacso &0 regisim de produtos saneantes.
& B oulras providéncias.
Interpretacoes
A amestra ATENDE i sbezckd legilagho vige rlorme Reschucn ROC N*59 de 17 dedezambro de 2010
Notas
oS ————— B T
E proibidaa o parcal deste mladi & B Ui apiovacao pof escrito da Eclyeer
A ick e firin pode sar o5 hittps: i com. Ao dicar na-opgao "Vak . s solickados. rdimens da amostre, ano-&'cs 6
ulimos dighos da chave de vakdagio firal do relabrdc.
Legendas
MA: Naose aplica.

L Limite de Cuantificacio.
%

Koo ranls

Tuany Miranela
Gerente Técrico
CRF -SP. 72084
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AVALIACAO DA ATIVIDADE BACTERICIDA EM SUPERFICIE DA
SUBSTANCIA TESTE POWER PLUS, METODO EN13697- FRENTE AO
SISTEMA TESTE
Acinetobacter baumannii

Relatorio Final n° B.1289794.2020

INSTALAGAO DE TESTE
Ecolyzer
Rua Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés
S&o Paulo — SP. CEP: 04164-001
Telefone: (11) 2969-5020
E-mail: sabrina@ecolyzer.com.br

Home Page: www.ecolyzer.com.br

PATROCINADOR
LPL Industria e Comércio de Saneantes EIRELI
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(47) 3344-1223 / (47) 3348-6298

Iplquimica@lplquimica.com.br
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SIGLAS E DEFINIGOES

L Litro

g Grama

mL Mililitro

N Suspensao do sistema teste

Na Numero total de células sobreviventes na superficie carreadora ao
final do tempo de contato

Ncar Numero de células sobreviventes recuperadas na superficie
carreadora apos a recuperagao

A Numero de células sobreviventes na superficie carreadora do
controle da agua ao final do tempo de contato;

B Numero de células sobreviventes no controle da validagao ao final
do tempo de contato

C Numero de células sobreviventes na amostra teste em validagao ao
final do tempo de contato

Log Logaritimo

TSA Tryptic soy agar

°C Graus Celsius

ATCC American Type Culture Collection

BPL Boas Praticas de Laboratério

CAS Chemical Abstracts Service

Cgcre Coordenacgédo Geral de Acreditagdo do Inmetro

DE Diretor de Estudo

DICLA Divisédo De Acreditagcéo de Laboratorios

F Formulario

FC Fase Critica

GQ Garantia da Qualidade

GL Geral de Laboratério

GIT Gerente da Instalagio Teste

IT Instalacdo de Teste
Sigla de "International Union of Pure and Applied Chemistry", que
em portugués é "Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada".

IUPAC A IUPAC é uma organizagcdo que foi criada com o objetivo de
elaborar as regras da nomenclatura oficial de todos os compostos
quimicos.

ITR Instrucéo de Trabalho

MB Microbiologia

NIT Norma Inmetro Técnico

PE Plano de Estudo

POP Procedimento Operacional Padréo

RDC Resolucdo da Diretoria Colegiada

ACR Acinetobacter baumannii

SIT Sistema Teste

SUT SubstanciaTeste

UFC Unidades Formadoras de Colénia

L Litro
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RESUMO

A avaliagdo da atividade bactericida em superficie possui a finalidade de determinar a capacidade que
o ativo, presente na substancia teste, possui de eliminar o sistema teste em questdo, em uma diluicao
e em um tempo de contato determinado.

O procedimento baseia-se no contato da substancia teste com uma superficie carreadora previamente
impregnada com o micro-organismo alvo, permanecendo durante tempo de contato estabelecido.
Posteriormente, a superficie carreadora é transferida para um frasco contendo pérolas de vidro e caldo
neutralizante para promover a ressuspensdo e contagem das células sobreviventes para calculo do
Log reducional.

No estudo realizado com a substancia teste — POWER PLUS, obteve-se redugdo de >6,32 Log
(equivalente a >99,9999 %) do sistema teste (na presenga de substancia interferente em condigbes
limpas) ap6s o tempo de contato de 10 minutos, comprovando que a substancia teste possui eficacia

bactericida frente ao sistema teste nas condi¢gdes do teste estabelecidas.
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1. OBJETIVO
Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia bactericida da SUT POWER PLUS, através da técnica
de avaliagdo quantitativa reducional da comunidade Europeia EN13697, frente ao sistema teste

Acinetobacter baumannii.

2. SELEGAO E JUSTIFICATIVA DO SISTEMA TESTE
O sistema teste selecionado para este estudo é indicado nos métodos oficiais e 6rgéos regulatérios

para avaliagdo de eficacia bactericida.

3. ITENS DO ESTUDO
3.1 Informacgdes do Sistema Teste (SIT)

Descricao: Acinetobacter baumannii
ATCC: BAA- 1605
Lote: ACR041120

3.2 Substancia Teste (SUT / Iltem de Teste)

Caodigo Ecolyzer: 81398/22664-1/2020.0
Nome comercial: POWER PLUS
Ingrediente ativo: Cloreto de Benzalcénio

Pureza do ativo: 80%

OCULTADO POR SEGREDO INDUSTRIAL

Numero CAS e/ou nome IUPAC: 8001-54-5

Lote: 001

Fabricacao: 19/06/2020

Validade: 19/06/2022

Condigdo de Armazenamento: temperatura ambiente

Destinacgao: descarte

*Modo de Acao e/ou Aplicacao: Aplicar a SUT na diluicdo de 1:500, deixando agir pelo
tempo de contato de 10 minutos, em condicdes limpas.

* Informacgao enviada pelo patrocinador

3.2.1 Caracterizagao

Cor: verde
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4. LOCAL DE REALIZAGAO DO ESTUDO

RF B.1289794.2020

O estudo foi realizado na IT Ecolyzer, localizada a rua Romé&o Puiggari, 898 — Vila das Mercés — S&o
Paulo — SP — CEP: 04164-001, no Laboratério de (MB).

5. DATAS

Inicio do Estudo (Assinatura do Suplemento)

04/11/2020

FASE ANALITICA

Inicio do Experimento

Término do Experimento

04/11/2020

06/11/2020

Término do estudo (Assinatura do Relatério Final)

17/11/2020

6. MATERIAL UTILIZADO

6.1 Meio de cultura, solugcdées, material estéril e suprimentos diversos.

Meios de Cultura e Solucoes

e Caldo CEN;
e Agar TSA;

e Agua purificada estéril;

e Solugao diluente;

e Substancia interferente;

e Aguadura.

Material Estéril

e Tubos de ensaio;

e Ponteiras;

e Frasco;

e Pérolas de vidro;

o Pinca;

e Disco carreador;

e Placa de Petri

e Frasco estéril;

+ Papel filtro;

e Pipeta graduada;

e Placa de Petri

e Alca Loop;

descartavel;
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e Pipeta de Pasteur.

Suprimentos Diversos Auxiliares

e Tubos de ensaio;
e Estante para tubos de ensaio;

6.2 Equipamentos e vidrarias Volumétricas Utilizadas
e Estufa incubadora;
e Céamara de fluxo laminar;
o Micropipeta;
e Cronbmetro;
o Termémetro Digital;
e Balanga;
e Termobmetro de vidro;
e Agitador de tubos;
o Espectrofotdmetro;
e Contador de Colbnias;

e Balao Volumétrico.

7. METODOS

7.1 Guias oficiais de teste

Chemical disinfectants and antiseptics EN 13697:2015 — Quantitative non-porous surface test for the
evaluation of bactericidal and/or fungicidal activity of chemical disinfectants used in food, industrial,
domestic and institutional areas — Test method and requirements without mechanical action (Phase 2,
Step 2);

POP - MB 31.01 - ATIVIDADE BACTERICIDA E FUNGICIDA PARA DESINFETANTES E
ANTISSEPTICOS EM SUPERFICIE - EN 13697 (FASE 2 - PASSO 2).

8. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO ESTUDO - FASE DE LABORATORIO

8.1 Preparo do Sistema Teste

Foi adicionado 10 mL de solugdo diluente em um frasco contendo pérolas de vidro e entdo o
crescimento obtido na manuten¢ao do micro-organismo foi transferido para o frasco e agitado até obter
completa dispers&do do micro-organismo.

A mistura resultante foi transferida para um tubo e padronizada para a seguinte concentragao:

TIPO CONCENTRAGAO FINAL
Capaz de produzir filme biolégico de carga = 6,27
Log apds processo de secagem

Sistema Teste
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Duas superficies carreadoras esterilizadas, foram transferidas para uma placa de petri estéril contendo
papel filtro.

Foi transferido 9,0 mL do sistema teste padronizado para um tubo contendo 1,0 mL de substancia
interferente e a mistura foi agitada. Foi transferido uma aliquota de 0,05 mL em cada uma das
superficies preparadas e a placa foi submetida a incubag¢do em temperatura inferior a 37 °C até que o
material inoculado ficou completamente seco.

8.2 Contagem Microbiolégica do Sistema Teste Padronizado (N) e (Nv)

Foi realizado diluigdo seriada do sistema teste padronizado, a fim de confirmar a obtengdo de uma
solugéo contendo a carga microbioldgica apropriada para o teste, conforme a seguir:

TIPO DILUIGAO SERIADA TEMP TEMPO
N 10° e 107 ‘ TSA 36 £ 1°C 43 horas

8.3 Preparo da Substéancia Teste
A indicagdo de uso da substancia teste é de 1:500, portanto antes do teste, foi diluido 1 mL da SUT

em 499 mL de agua dura para obter uma solugéo fisicamente estavel e homogénea.

8.4 Procedimento Teste

8.4.1 Determinacao de Atividade Bactericida em Superficie (Na) e (Ncar)

Apoés adesdo microbiana a superficie carreadora, transferiu-se 0,1 mL da substancia teste sob a
superficie carreadora, certificando-se que toda a area anteriormente contaminada permaneceu em
contato direto com a substancia teste, o crondmetro foi acionado e aguardou-se o tempo de contato
em avaliagdo.

Ao final do tempo de contato utilizando uma pinga, a superficie carreadora foi transferida para um
frasco contendo 10 mL de caldo neutralizante com uma camada de pérolas de vidro suficiente para
suportar o carreador. A area inoculada (SIT x SUT) foi posicionada em contato com a camada de
pérolas de vidro, entdo o frasco foi misturado durante 1 minuto para permitir a ressuspensio de
qualquer célula sobrevivente na superficie carreadora. Apds 5 + 1 minutos de neutralizagdo, realizou-
se uma diluicdo seriada do caldo neutralizante e plagueamento em duplicata nas condigbes
estabelecidas a seguir:

TIPO DILUIGAO SERIADA TEMP TEMPO
Na 10" até 10° ‘ TSA 36 £ 1°C 43 horas

A superficie carreadora foi retirada do frasco, o excesso de neutralizante foi escorrido, lavada com
agua estéril e posicionada em uma placa contendo TSA solidificado. Em seguida adicionou-se uma

sobre camada do mesmo meio de cultura fundido. Esta placa correspondeu ao Ncar da superficie.
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8.5 Controles

8.5.1. Controle agua (A) e (Ncar)
Ap6s adesao microbiana a superficie carreadora, transferiu-se 0,1 mL de agua purificada estéril sob a

superficie carreadora, certificando-se que toda a area anteriormente contaminada permaneceu em
contato direto com a agua, o cronémetro foi acionado e aguardou-se o tempo de contato em avaliagao.
Ao final do tempo de contato utilizando uma pinga, a superficie carreadora foi transferida para um
frasco contendo 10 mL de caldo neutralizante com uma camada de pérolas de vidro suficiente para
suportar o carreador. A area inoculada (SIT x Agua) foi posicionada em contato com a camada de
pérolas de vidro, entdo o frasco foi misturado durante 1 minuto para permitir a ressuspensio de
qualquer célula sobrevivente na superficie carreadora. Apés 5 + 1 minutos de neutralizagdo, realizou-
se uma diluigdo seriada do caldo neutralizante e plagueamento em duplicata nas condigbes
estabelecidas a seguir:

TIPO DILUIGAO SERIADA TEMP TEMPO
A 100 | TSA 36+1°C | 43horas

8.5.2. Controle do Neutralizante (B)

Foi transferido 0,1 mL de agua purificada estéril para um frasco contendo 10 mL de neutralizante,
misturado e entdo aguardou-se 5 +1 minutos.

Ao final do tempo, adicionou-se 0,05 mL do sistema teste padronizado contendo a mistura de
substancia interferente (preparacéo utilizada para o preparo das superficies carreadoras) e misturado.
Apo6s 5 £ 1 minuto para a neutralizacao, foi realizado uma diluicdo seriada do caldo neutralizante e
plagueamento em duplicata nas condi¢des estabelecidas a seguir:

Tipo Diluicao Seriada TEMP TEMPO
B 103 -10° \ TSA 36 + 1°C 43 horas

8.5.3. Controle de Neutralizacao (C)

Foi transferido 0,1 mL da substancia teste para um frasco contendo 10 mL de neutralizante, misturado
e entdo aguardar 5 £1 minutos.

Ao final do tempo, adicionou-se 0,05 mL do sistema teste padronizado contendo a mistura de
substancia interferente (preparacéo utilizada para o preparo das superficies carreadoras) e misturado.
Apo6s 5 = 1 minutos para a neutralizagao, foi realizado uma diluicdo seriada do caldo neutralizante e
plagueamento em duplicata nas condi¢des estabelecidas a seguir:

Tipo Diluicdo Seriada TEMP TEMPO
C 10%-10% | TSA 36+1°C | 43horas
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9. RESULTADOS E DISCUSSOES

As leituras foram realizadas através da contagem das colbnias utilizando um contador, considerando

RF B.1289794.2020

os valores validos na faixa de 14-330 UFC, foram observados os seguintes resultados:

Parametro Concentracao Log
A 2,65 x 10° 6,42
A (Ncar) 30 -
B 3,75 x 108 -
Cc 3,1x10° -
Na <10 <0,1
Na (Ncar) 0 _
Média Ponderada 5,61
Log R (Log A — Log N.) >6,32 (equivalente a >99,9999 %)

Os resultados obtidos nos parametros N, A, B, C Ncar € Na foram definidos e demonstram valores
dentro dos limites de aceitagdo estabelecidos para a metodologia, desta forma, é possivel confirmar

sua reprodutibilidade para o estudo em questao.

9.1 Critério de aceitacao
A atividade bactericida € comprovada quando a substancia teste demonstrar redugéo de ao menos 4

logs nas condi¢des selecionadas, frente o sistema teste avaliado.

10. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos e discutidos, podemos concluir que a SUT POWER PLUS foi
considerada satisfatoria, pois apresentou redugéo da carga microbioldgica de >6,32 logs (equivalente
a >99,9999 %), frente ao sistema teste Acinetobacter baumannii, quando utilizada na indicacdo de

1:500 com tempo de contato de 10 minutos e em condigbes limpas.

11. REGISTROS

Todos os dados originais e registros desse estudo serdo arquivados na IT Ecolyzer, localizada Rua
Romao Puiggari, 898 — Vila das Mercés — Sao Paulo-SP - CEP 04164-001.

Se houver transferéncia para outro local esta sera documentada pelo responsavel da area.

Os registros mantidos incluem e nao se limitam a: correspondéncias pertinentes aos estudos, plano de
estudo, desvios ou emendas ao Plano de Estudo, registros de cadeia de custddia da SUT, dados brutos
e outros documentos relacionados a interpretagéo e avaliagdo dos resultados, bem como uma cépia
do Relatdrio Final. Esses registros serdo arquivados na IT Ecolyzer, por um periodo de 05 anos.

12. ARMAZENAMENTO DA SUT, SIT
A SUT permanecera armazenada na sala de Armazenamento de Substancia Teste.
O SIT permanecera armazenado no refrigerador de Armazenamento de Micro-organismos.
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