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1. Wprowadzenie 3 B

Celern badania bylo okreslenie dzialania wirusobgjczego preparatu PURESTER}I ;;' 440
przeciw wirusowi polia typu 1 flodciows metoda zawiesinows zgatdnie 2 norma prEl 14476
{wersja 2004-12).

2. Laboratorium badawcze
MikroL.ab GmbH, Narderoog 2, 0-28250 Bremen

3. Identyfikacja probki

Nazwa produkty " PURISTERIL 340

Producent Fresenius HemoCare Gmbl—i

Mumer serii TASDO7A

Dala waznosc (jedli podana) ~ 120.06.2006

WygladiZapach Przejrzysty, bezbarwny piyn / gryzacy

Wartog¢ pH (elekiroda szkfana) ' Stezenie.: 1,65 {20°C)

Data dostawy 11.05.2008 .

Warunki przechowywania | Temperatura pokojowa, w clemnym migjscu
§ (migjsce przechowywania bez swobodnego
« dostepu dla osob trzecich

Substancie czynne i ich stezenia w 100 g -:{Kwas octowy, kwas nadO{;t'h['}iwy, nadilenek
i wodoru

4. Warunki badania

Okres badania | 14.06.2005 — 13.08.2005

Temperatura badania 3r°C £ 1°C

Stezenie badanego produktu 3,0% oraz 0,25%

Czas dziatania o 5, 10115 rninut

Substancja przeszkadzajaca r Warunki czyste (nieznaczne obcigzenie) i
: zanieczyszuzone (wysoKie obcigzenie)

Rozclenczalnik Woda ¢ stardardowsj twardoéei

Dezakiywacja dzialania dezynfekujgoage Rozeienczenie bezposrednie

Wirus uzyty w badaniu Wirus polio typu 1, szczep LSe-2ab (Chiron-

Behring)




5, Materialy | metody i

51 Przygotowanie zawiesiny z wirusem do badania

O
Eogrd

Wirus polio typu 1, szczep LSc-2ab (Chiron-Behsing) pochodzi od dr Thraenharta, Furodr.
D-14943 Luckenwalde. Wirus ten odpowiada wymogom Swiatows] Organizaci Zdrowia
WHQO) w sprawie doustnych szczepionek przeciwko polio,

Aby wytworzyt zawiesing wirusa zgodnie z punktem 8.3 normy prEN | uzyto komorek BGM
{buffalo green monkay = permanentna linia komorkowa z nerki malpy) dustarczonych przez
Prof. Dr. Lindla, Institut fur Angewandte Zellkultur, D-81669 Minchen) trzymanych we
fiakonie do hodowli komorek o pojenmnoéct 175 em® (firmy Nunc GmbH & Co. KG, D-65203
Wieshadan} z pozywka Duibecco Modified Eagle's Medium (DMEM, Cambrex Bio Science
Verviers s.p.1.)., B-4800. Vetviers} oraz 10% plodowsa surowica cielgeg (Biochrom AG, D-
12247 Berdin). Splywajaca monowarstwe poddane inkubacii wraz z wirusem palio typu 1
przez godzine w temperaturze 37°C. Nasiepnie komdrki hodowano w pozywce DMEM w
temperaturze 37°C i 5% CO,. Po wystapieniu efekiu cytopatycznego nastgpite trzykrotne
zamrazanie | rozmrazanie, a nastepnie wirowanie przy predkosci 2000 rpm przez 10 min. w
temperaturze pokojowe] w celu sedymentacji detrytu komorkowego. Porcie supernataniu
przechowywano jako zawiesine badawcza wiruse wiemperaturza -80°C.

5.2 Badanie zakaznosci

Zakaznosé oznaczono za pomocy miareczkowania w punkcie koncowym wstgpnie
rozcienczajae zawiesing wirusa zgednie z punktem 8.5.1 normy prEN. Miareczkowanie
wirusa przeprowadzono zgodnie z punktem 8.5.2.1 nommy prEN w 8 zagigbieniach plytki do
mikromiareczkowania £8-dofkowej {Nunc GmbH & Co. KG) Hlodciows metoda zawiesinowa,
Zawiesine komorkows wykonane tak, by w kazdym zagiebieniu plytki znalazio sig ok. 10-15
% 10% komérek. Inkubacja odbyla sig w 37°C oraz 5% CO,. Po siedmiu dniach cdczylano
wyniki | wyliczono metods Spearmana-Kérbera miano wirusa jako TCIDs/ml.

5.3 Badanie dezaktywacji

Badania dzialania wirusobdiczego wykonano zgodnie z punktem 6.6 normy prEN 14476.
PURISTERIL 340 zostat przabadany jako 3%- i 0,25%- roziwor w wodzie © standaryzowang]
twardosci zgodnia z punkiem 5.2.2.2 normy prEN. Czas dzialania wynosit 5, 10 i 15 minut.
Temperatura wynosita 37°C, poniewaz aparat, w ktorym uzyto PURISTERILU 340, jest
ustawiony na taka temperature.

W badaniach tych jako substancji zanieczyszczajacych uzyto roztwory albuminy surowioy
wolowej a stezeniu 0,3 g/l (warunki czysle = umiarkowane abeigzenie) lub 3.0 g/l albuminy
surowicy woltowsj z 3,0 m¥l erytrocytaw (warunki zanigezyszezone = wysokie obolgzenie).

Ze wzgledu na znscznie upraszozony procedure, objetosct uzyte w tym badaniu to 0,1 ml
zawiesiny wirusa, 0,1 m] substancji zanieczyszezajacej oraz 0,8 mi $rodka dezynfekeyjnego.
Bezposrednic po uplywie czasu dzialania dzialanie érodka dezynfekeyjnego wstrzymano
natychmiastowym rozcieAczeniem do 10, Tym samym odpadia procedura wymieniona w
punkcie 5.6.8 normy prEN  Sprawdzanie skutecznesci powstrzymania dziatania srodka
dezynfekeyjnego”. Probke konirolng wirusa poddano miareczkowaniu zgednie z punkiem
6.6.8 nomy prEN po 0 i 60 minutach.

5.4 Oznaczenie cytotoksycznoscl

Cytotoksycznos$é oznaczano w oparciu o punkt 6.6.4.1 normy prEN przy uzyclu 200 l wody
o standaryzowane] twardosct oraz 800 ¢ Srodka dezynfekeyjnego. Ponadic oznaczanc
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wrazliwosé komérek na badany wirus zgodnie z punkiam 8.6.4.2 normy prEfaii Tu w;konanu
pardwnawcze miareczikowanie na komdrkach badahych na PBE oraz takichy \ktare badang- -
preez godzine w temperaiurze 37°C w roziworze srodika dezynfekeyjnego w rcz?clenczemu
1100, R

6.5 Referencyjne badanie dezaktywacji wirusa

Jako odniesienig w calu sprawdzenia dezakiywad)i wirusa wprowadzono zgodnie z punktem
5671 normy prEN  0,7% roztwdr formaldehydu przy temperaturze 20°C . Referencying
badanie dezakiywacji wirusa przeprowadzono w koficowe] objetosci t ml, a czasy dzialania
wynosity 5, 15, 30 i 50 minul. Ponadto aznaczono cyfotoksycznose roziward formaldehydu
{patrz punkt 6.8.7.2 normy prEN). Rozcieficzenie w te] partii wynosito do 107

6. Weryfikacja procedury

Spelniono nastepujace kryleria punkiu 8.3 normy prEN:

a) Stgzenle rawiestny wirusa pozwalalo na oznaczenie obnizenia misna o 4 poziomy
logarytmiczne {(wspoiczynnik redukeji = = 4,0).

b) Wspdtczynniki redukcjl w niskim ewent. wysokim obcigzeniu wynosiy = 5,38 ewent. 2
413 po pigciu minutach czasy dziatania preparate PURISTERIL 340.

¢} Referencyjny roziwdr dezakiywujaey (0,7% formatdehydu) obnizyl mianc wirusa polio po
30160 minutach 0 1,75 ub 2 2,62 logqa.

d) Cytotoksycznosé roztworu produkiu (3,0%}) wynosita jeden poziom logy | pozwalala
wykazat wspblazynnik redukeji wynoszgey 4,0 {oytotoksycznost 0.25%-owego roztworu
= 1,50},

e} Poréwnawcze miareczkowanie wirusa na poddawanych dziataniu (rozcienczenie 1:100
srodka dezynfekeyinego) | nie poddawanych dziataniu (PBS) komdrkach BGM nie wykazalo
réznicy miana wirusa {warunki czyste: B,00 w poréwnaniu da 7,38 logs; TCIDstmiE; warunki
zanieczyszezone ¥,63 w pordwnaniu do 7,18 log, TCID:/mi. Warlosci nie przedsiawiono
tabelaryeznie).

Pomiewaz spelniono wszystkie Kryteria punktu 8.3, badanie wirusa polic typu 1 jest wazne
zgadnie z norma prEN 144762004,

7. Wyniki

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono w tabelach 1 do 5 Tabale od 1 do 4
przedstawiaja dane surowe, a tahela 5 stanowl zestawienle wynikow zbiorczych.. Wynika z
nich wirusobdjcza skutecznoss preparaty PURISTERIL 340 przeciwko wirusowi polio w
warunkach niskiego jak i wysokiego zanisczyszozenia przy temp. 37°C pe pigciu minufach
dzialania. Po takim czasie nie mozna juz byto przy niskim obcigzeniu wykeyd wirusa polio
iypu 1. Obnizenie miana pizy niskim obcigzeniu wynioslo = 5 38 poziomdw logs podezas
gdy wspdlczynnik redukeji przy wysokim obciazeniu wyniost = 4,13,

8. Wnioski

Srodek dezynfekcyiny PURISTERIL 340 firmy Fresenius HemoCare GmbH w postaci 3.%
roziwory  wykazat skutecznoSc  wirusobijczg  przeciwko wirusowi palig
po pigciominutowym czasie dziafania w badaniu ilosciowg metodg zawiesinowa w
temperaturze 37°C, Zgodnie z normg prEN 14478:2004 produkt poddany badaniu mozna
uznac juko wirusobojczy w stosunku do wirusa polio typu 1.

Brema, 13.08. 200& . - Dr. Jechen Sieinmann
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Zalgcznik:

Tabala nr 1

Tabala nr 2:

Tabela nr 3:

Tabela nr4;

Tabelanr 5:

Surowe dane dotyczace preparatu PURISTERIL 340 (3.0%) w badaniu
skutecznosei przeciwka wirusowi polio typu 1 {warunki czyste, niski stopien
chcigzenia) w temperaturze 37°C

[Raw data for PURISTERIL 340 (3,0%) in the against poliovirus type 1 (clean
conditions, low load) at 37°C]

Surowe dane dotyczace preparatu PURISTERIL 340 (3,0%) w badaniu
skutecznodc przeciwko wirusowi polio fypu 1 (warunki zanieczyszezane,
wysoki stopien ohciazenia) w temperaturze 37°C

[Raw data for PURISTERIL 340 (3,0%) in the against pofiovirus type 1 (dirty
conditions, high toad) at 37°C}

Surowa dane dotyczace preparaty PURISTERIL 340 (0,25%) w hadaniu
skutecznodei przeciwko wirusowi polio typu 1 (warunki czyste, niski stopiert
cboiazenia) w temperaturze 37°C

[Raw data for PURISTERIL 340 (0,25%) in the against poliovirus type 1
{clean conditions, low load) at 37°C]

Surowe dane dotyczace preparatu PURISTERIL 340 (0,26%) w badaniu
skutecznosct przeciwko. wirusowi pofio typu 1 {warunki zanieczyszczone,
wysoki stopien obciazenia) w temperaturze 37°C

[Raw data for PURISTERIL 340 (0,25%) in the against poliovitus type 1 {dirty
conditions, high load} at 37°C]

Zbioreze wyniki dotyczace skutecznodcl preparatu PURISTERIL 340 przeciw
wirusowi polio typu 1
[Summary of results of FURISTERIL 340 against poliovirus type 13
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Tabela 2 do ekspertyzy z dnia 20.12.2002 r.

. ®
Sprawdzenie zarodnikobéjezego dzialania preparatu Puristeril 340 przy
temperaturze 37° C w aparacie dializacyjnym Fresenius 5008 z opcia ON-
LINEpfus + wodoroweglan i 1 x kwas CDS

Uzyskane wspdtczynniki redukeyjne -

Punkt pomiarowy Przebieg badania
] 2 3 4 5

1 >6,20 >6,18 >6,25 >6,34 >6,13

2 >6,20 >6,18 >6,25 >6,34 >06,13

4 >6,20 >6,18 >6,25 >6,34 >6,13

5 >6,20 >6,18 >6,25 >6,34 >6,13

6 >6,20 1>6,18 >6,25 >6,34 >6,13

7 5,72 5, 88 5,95 . 6,16 >6,13 |

KONIEC TEUMACZENIA

Ja, mgr Teresa Doluta. tumace pravsiegly jezyka wiemieckicgo, stwierdzam, Ze powyisze
thimaczenie jest wiernym Humaczeniem dokumenty przedsiawionego mi w Jezyku niemieckim,
zgodnie = mojq najlepszq wiedzq.

migr Teross Dolata
Thoni e e
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