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1. Normas Generales

e El presente informe presenta los resultados finales del estudio “Ensayo de Efectividad Viricida
Covid-19” desarrollado durante los meses de Enero-Abril de 2021.

e El presente informe fue preparado por Dictuc a solicitud del Mandante para verificar su actividad
viricida segun el test determinado por Dictuc.

e Los alcances de este estudio estan definidos explicitamente en el capitulo del mismo nombre en el
presente informe. Las conclusiones de este informe se limitan a la informacién disponible para su
ejecucién.

e Para el desarrollo de este estudio Dictuc utilizd la informacién individualizada en el Anexo 1. Dicho
anexo identifica ademas las fuentes que proporcionaron dichos antecedentes.

e Lainformaciéon contenida en el presente informe no podra ser reproducida total o parcialmente,
para fines publicitarios, sin la autorizacién previa y por escrito de Dictuc mediante un Contrato de
Uso de Marca. Tampoco puede ser representativa de un lote de produccidén/importacién sin haber
suscrito un Contrato de Certificacion.

e El Mandante podrd manifestar y dejar constancia verbal y escrita, frente a terceros, sean estos
autoridades judiciales o extrajudiciales, que el trabajo fue preparado por Dictuc, y si decide entregar
el conocimiento del presente informe de Dictuc, a cualquier tercero, deberd hacerlo en forma
completa e integra, y no partes del mismo.

e El presente informe es propiedad del Mandante sin embargo si Dictuc recibe la solicitud de una
instancia judicial hara entrega de una copia de este documento al tribunal que lo requiera, previa
comunicacion por escrito al Mandante.

e El presente informe es resultado de las metodologias desarrolladas por Dictuc, del alcance del
informe encomendado y de los antecedentes que el Mandante puso a disposicién de Dictuc. El
Mandante acepta expresamente que los resultados del presente informe pueden en definitiva, no
serles favorables a sus intereses particulares.

e El Mandante declara conocer y aceptar los términos y condiciones generales para la prestacién de
servicios, disponibles para todo el publico en su sitio web oficial www.dictuc.cl/tyc.
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2. Resumen Ejecutivo

Se realizé un estudio de actividad antiviral del producto comercialmente identificado como HAND CLEANER
(KIDS HAND CLEAR — SURFACE CLEANER. -DELIVERY CLEANER — TOY CLEANER — YOGA CLEANER),
proporcionado por el cliente, empleando virus aislado desde pacientes infectados con SARS-CoV-2 durante
el periodo de pandemia en Chile en el ailo 2020. Las muestras virales fueron caracterizadas genéticamente
para establecer que se trataba de SAR CoV 2 (variante de Wuhan, China, que habia llegado a Chile en 2020).
Los ensayos fueron realizados en laboratorio con nivel de bioseguridad NB-3, para el trabajo con virus
altamente infecciosos.

Previo a los ensayos de actividad antiviral del producto sobre SARS-CoV-2, se realizaron ensayos para
establecer la citotoxicidad sobre células biotecnolégicas que se emplean como blanco de la infeccidn. Los
ensayos de actividad antiviral deben realizarse infectando células vivas biotecnoldgicas especificas, que son
el medio de replicacién de este tipo de coronavirus infeccioso; sin embargo, el producto ensayado podria
mostrar citotoxicidad, enmascarando la efectividad antiviral del mismo; es decir, el producto podria matar
las células biotecnolégicas blanco, empleadas para ensayar la actividad antiviral, lo que indicaria un efecto
citotéxico del producto, pero no necesariamente un efecto antiviral, que es lo que se desea probar en este
estudio.

Los ensayos de actividad antiviral se realizaron bajo la Norma internacional ASTM E1053-20 “Medicién de
actividad viricida de quimicos para desinfeccidn de superficies ambientales inertes no porosas”, empleando
la determinacion de TCIDso, o Dosis infecciosa que infecta el 50% de los cultivos celulares. Se ensayé el
producto sin diluir y se utilizaron tiempos de contacto desinfectante — virus de 2, 10, 20 y 30 minutos. Se
informan los tiempos de contacto de 2 y 10 minutos, ya que son tiempos suficientes para observar
efectividad elevada.

De los resultados obtenidos, se concluye que: (1) Luego de dos minutos de contacto Producto — SARS-CoV-
2, se observa una reduccidn de la carga viral del 99,99%; (2) El efecto potencialmente interferente de fluidos
corporales al 5% en volumen, no tiene efecto en la efectividad anti SARS-CoV-2 del producto; (3) El
neutralizador de citotoxicidad empleado resulté completamente efectivo con el producto ensayado. Esto
permite establecer con claridad que el efecto citotéxico del producto, no interfirid con la capacidad anti
SARS-CoV-2, determinada experimentalmente; (4) Se recomienda el uso del producto dada su elevada
capacidad de eliminar el virus SARS-CoV-2 que causa la enfermedad COVID-19. El producto, elimina en 2
minutos el 99,99% de la carga viral existente en especifico para de SARS-CoV-2, ya sea en presencia o
ausencia de fluidos corporales.
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3. Introducciéon

El SARS-CoV-2 es un virus cubierto por una membrana lipidica, caracteristica que resulta beneficiosa
al momento de considerar uno de los principales mecanismos que puede inactivarlo o destruirlo.
Para este fin, pueden emplearse una miriada de diferentes tipos de compuestos quimicos y
bioquimicos que pueden microporar o destruir dicha pared viral lipidica, reduciendo o eliminando
completamente su actividad antiviral. El virus empleado en este estudio fue obtenido desde
pacientes infectados durante el periodo de pandemia en Chile a finales del afio 2020. El virus fue
caracterizado genéticamente para comprobar que efectivamente se trata de SARS-CoV-2
procedente en sus inicios de la variante China de la cuidad de Wuhan, forma en la que llegd
inicialmente al pais. Nuevas variantes provienen de la variante mencionada y sus mecanismos de
inactivacién son equivalentes para todos los coronavirus, de modo que se puede predecir que el
efecto inactivador se presentard para otras variantes detectadas y nuevas, aunque la concentracion
de efectividad del producto pudiera tener algunas diferencias

La USEPA (2019), en su direccion web https://cfpub.epa.gov/giwiz/disinfectants/index.cfm ha
puesto a disposicidn al publico un listado de agentes activos desinfectandtes que han sido testeados
con SARS-CoV-2, o con agentes virales similares, demostrando su capacidad de inactivacion o
destruccién en términos de su concentracidon de producto activo y del tiempo de exposicion
necesario para lograr este objetivo. El listado esencialmente considera como agentes activos
testeados anti SARS-CoV-2 los siguientes conpuestos quimicos:

Tabla 1. Listado resumido y traducido de agentes activos testeados anti SARS-CoV-2.

1,2 hexanodiol Ac. glicélico Tetra acetil etilendiamina

Bicarbonato de amonio Ac. clorhidrico Timol ((2-isopropil-5-
metilfenol)

Carbonato de amonio Perdxido de hidrégeno Trietilenglicol

Diéxido de cloro Ac. hipocloroso Alcohol isopropilico

Acido citrico lodo Ac. L-lactico

Ac. dodecilbencensulfénico Clorito de sodio Ac. octanoico

Etanol Dicloroisocianurato de sodio Ac. peracético

Glutaraldehido Hipoclorito de sodio Ac. peroxioctanoico

Fenol Peroximonosulfato de potasio | Amonio cuaternario

Plata (ion Plata) Carbonato de sodio peroxihidrato de carbonato
de sodio

Clorito de sodio

Este estudio experimental tiene como finalidad comprobar la capacidad viricida del producto HAND
CLEANER (KIDS HAND CLEAR — SURFACE CLEANER. -DELIVERY CLEANER — TOY CLEANER — YOGA
CLEANER) respecto del virus SARS-CoV-2 de la variante de Wuhan, China, llegado a Chile en 2020.
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4. Objetivos

El objetivo de este estudio es cuantificar la capacidad antiviral del producto HAND CLEANER (KIDS
HAND CLEAR — SURFACE CLEANER. -DELIVERY CLEANER — TOY CLEANER — YOGA CLEANER)
empleando ensayos de citotoxicidad, neutralizacién de citotoxicidad y actividad antiviral empleando
SARS-CoV-2 y células biotecnolégicas como medio de infeccidn.

5. Alcances

Los ensayos se realizaran empleando una muestra del producto HAND CLEANER (KIDS HAND CLEAR
— SURFACE CLEANER. -DELIVERY CLEANER — TOY CLEANER — YOGA CLEANER), proporcionado por el
cliente. El virus utilizado proviene de cultivos de pacientes infectados durante el periodo de
pandemia en Chile de fines de 2020 (variante de Wuhan, China, que habia llegado a Chile en 2020).
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6. Metodologia

La metodologia se basd en ensayos TCIDso, 0 Dosis infecciosa que infecta el 50% de los cultivos
celulares, empleando la Norma internacional ASTM E1053-20 sobre “Medicién de actividad viricida
de quimicos para desinfeccién de superficies ambientales inertes no porosas”. Para ello, se contacté
el virus directamente con el producto concentrado y diluido, contactando la carga viral resultante
con células para estudios biotecnolégicos, susceptibles de ser infectadas por el virus. Una
infectividad nula de las células empleadas implicara entonces que el virus se encontraria inactivo,
incapaz de infectar y de propagarse. Ensayos adicionales fueron realizados simulando la presencia
de fluidos corporales empleando suero fetal bobino al 5% en volumen, contactando el producto
viral resultante con las células biotecnoldgicas empleadas para determinar su capacidad infectiva.
Los ensayos se desarrollaron ademas para diversos tiempos de contacto de los cuales se informan
2 min.

Para los ensayos con SARS-CoV-2 se utilizaron concentraciones virales iniciales del orden de 5x10°
unidades formadoras de placa por mililitro.

Previo a los ensayos con SARS-CoV-2, se realizaron ensayos de citotoxicidad contactando el
producto HAND CLEANER (KIDS HAND CLEAR — SURFACE CLEANER. -DELIVERY CLEANER — TOY
CLEANER — YOGA CLEANER) a diversas concentraciones con las células para estudios biotecnoldgicos
empleadas, de modo de establecer si el producto por si solo eliminaba las células. Dado que este
efecto podria ser confundente respecto de la efectividad antiviral del producto ensayado, se
procedid a indagar y probar diferentes compuestos neutralizadores del efecto citotéxico del
producto.

Luego de probar neutralizadores de citotoxicidad disponibles en el mercado, se selecciond el Caldo
Dey-Engley para estos fines. El Caldo Dey-Engley se utiliza para cultivar una amplia variedad de
microorganismos, debido a su efecto neutralizador de la mayoria de los productos desinfectantes y
antimicrobianos existentes comercialmente.

Los ensayos de evaluacidn de actividad antiviral TCIDso, 0 de dosis infecciosa o de dilucidn viral que
infecta el 50% de los cultivos celulares, para cada diluciéon del producto y diversos tiempos de
contacto, se llevaron a cabo. Un volumen de 200 uL de virus infeccioso SARS-CoV-2 a una
concentracion de 5x10° unidades formadoras de placa por mililitro, fue agregado a una serie de
recipientes para cultivo celular, dejandola secar por 15 minutos en una campana de flujo laminar.
Una vez seco cada recipiente de la placa, se agregd a cada una de ellas 1mL del producto y se
contactd por tiempos variables para evaluar el efecto del tiempo de contacto. Posteriormente, se
agregd a cada pocillo 1 mL de neutralizador citotdxico. Luego se realizaron una serie de diluciones
seriadas, donde cada dilucién fue agregada en duplicados a una placa de 96 pocillos con una
monocapa de células para ensayos biotecnoldgicos. El tiempo de incubacién del virus en las células
empleadas se realizd a 372C, simulando la temperatura de un ser humano. A través de un
microscopio se observaron los pocillos que mostraban células con efecto citopdtico, para
registrarlos por pocillo, dilucién y tiempo de contacto. Los lotes control se incubaron sin producto y
con medio de infeccidn al virus especifico para referirlos a los ensayos con el producto a modo de
referencia.
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Adicionalmente, se simulé la accién del producto con suero fetal bobino al 5% en volumen como
agente que emula la presencia de secreciones corporales que podrian resultar interferentes al
efecto viricida del producto que se quiere cuantificar.
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7. Resultados

Neutralizador de citotoxicidad para células biotecnoldgicas empleadas como medio de infeccién
viral

HAND CLEANER (KIDS HAND CLEAR — SURFACE CLEANER. -DELIVERY CLEANER — TOY CLEANER -
YOGA CLEANER) no presentd citotoxicidad en las concentraciones ensayadas, empleando el agente
neutralizante Caldo Dey-Engley, recomendado para la mayoria de los productos desinfectantes y
antimicrobianos comerciales.

Evaluacion de la actividad viricida (anti SARS-CoV-2) del producto

La tabla siguiente muestra los resultados obtenidos de la actividad antiviral del producto para
tiempos de contacto del producto y el SARS-CoV-2 de 2 y 10 minutos.

Tabla 2. Efectividad antiviral del producto sobre SARS-CoV-2.

Tiempo de 10 2 minutos 10 minutos
contacto minutos

Control NCGXCELL al 100% NCGXCELL al 100%
Log1o TCIDsg 5,50 1,50 1,50
Log reduccion - 400 4,00
% Reduccion - 99,990 99,990

Se emplea la notacidon Logio TCIDsp debido a que las concentraciones virales empleadas vy
cuantificadas luego de los tratamientos se encuentran entre 10° y 10>°, En efecto, y a modo de
ejemplo explicatorio de las cuantificaciones resumidas en la Tabla 4; una reduccién de la carga viral
de 10> hasta 10%° implica una reduccidon de la misma de (1-(10%°/10°°))*100, en términos de
reduccidn porcentual; esto es, un 99,990% de eliminacion de carga viral.

Se observa, por tanto, una reduccién de la carga viral incluso con solo 2 minutos de contacto,
mostrando su gran capacidad viricida frente al SARS-CoV-2.

Evaluacion de la capacidad viricida (anti SARS-CoV-2) del producto, en presencia de fluidos
corporales como potenciales interferentes

La Tabla 3 (3ay 3b), a continuacidn, muestra los resultados de los ensayos empleando suero vacuno
fetal como interferente que emula fluidos o secreciones corporales diversas.
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Tabla 3a. Valores promedio del titulo viral en ausencia o presencia de 5% Suero Fetal Bovino

Muestra NCGXCELL Control

al 100%
Suero + 0,95 5,05
Suero - 0,92 5,10
Diferencia < 0,5 Logo < 0,5 Logo
Log,, TCIDsq

Tabla 3b. Valores promedio del porcentaje de reduccién de virus infeccioso en ausencia o
presencia de Suero Fetal Bovino al 5%.

Muestra NCGXCELL
al 100%
Suero + (% Reduccion) | 99,992
Suero - (% Reduccién) 99,993

De los resultados obtenidos se observa que la presencia de suero fetal bobino como emulador de

fluidos corporales como interferentes (ensayo relevante para aplicaciones en centros de salud y
hospitales), no muestra un efecto sobre la elevada capacidad anti SARS-CoV-2 del producto
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8. Conclusiones

(1) Luego de dos minutos de contacto Producto — SARS-CoV-2, se observa una reduccion de la carga
viral del 99,99%.

(2) El efecto potencialmente interferente de fluidos corporales al 5% en volumen, no tiene efecto
en la efectividad anti SARS-CoV-2 del producto.

(3) El neutralizador de citotoxicidad empleado resulté completamente efectivo con el producto
ensayado. Esto permite establecer con claridad que el efecto citotdxico del producto, no interfirié
con la capacidad anti SARS-CoV-2, determinada experimentalmente.

(4) Se recomienda el uso del producto dada su elevada capacidad de eliminar el virus SARS-CoV-2
que causa la enfermedad COVID-19. El producto, elimina en 2 minutos el 99,99% de la carga viral
existente en especifico para de SARS-CoV-2, ya sea en presencia o ausencia de fluidos corporales.
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