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1. Wprowadzenie Yoo ’//
SN Y

Celem badsnia bylo okredlenie dzialania wirusohojczego preparaty PUR?&'EER!L/B&U
przeciw adenowirusowl typu § ilosciowa metodg zawigsinowa zgodniz z normg EN
14475;2005.

2. Laboratorium badawcze
MikroLab GmbH, Narderoog 2. D-28259 Bremen

3. ldentyfikacja probki

“I-\Iéhzl_ﬂg_produktu : . PURISTQRIL 340 -
Producent - .Féeéemus HemoCare GmbH -
Numefser-lt e TAsdi};A

: Data vfaznosgﬁesll podana} o ©30.08.2006

[Wyg!qd!Zapach ” PrLEJriwystylﬁﬂzbémny p!ynigryzacy .
Wartcac pH (elekiroda sz:c!ana] T Stezeme 1.85 (20 C) _

o dos:amwy b oo “ 05 200‘_;,__.____. e .
War unki przacho@;}v'.;é-r;ié" - Temperafura pokajowa W clemnym niejscy

{migjsca przechowywania bez swobodnegu;
doste;pu d{a osnb trzzzcrcn :

Substan(:}c czynne i |ch stgzenia w 100 g Rwas Uctowy kwas nadoctawy nadiensk }
wodory

4, Warunki badania

Okres badama | 21.02.2005 - 08.11.2005 :
Temperalura badania 3?"0 10 3
Serem? badan&gn produkiy o O% graz 0,25%

Czas dziatania 5, 10 i '}5 rninut

Subszanqa p:zeszkadzajqca .' Warunkf czysle 0 zameczyszczone
;_ S ;_[meznacme wysokie pboigZenie) _
Rozmenczaimk Woda o standardowej twardosci (WSH) :
Dezaktywac;a d?za’ama dezynfekwa{:ega Rom:enczeme bezpasrednle

qus uzyty w badaniy Adzanaw:rus 1ypu 5. szczep Adenoid ?5

{ATCC VR ;:) :




5. Materiaty | metody

51 Przygotowanie zawiesiny z wirusem do badania P

A

Adenowirus typu 5. szczep Adenoid 75 [ATCC VR-5) pochodzi od dr :%;g:igim‘afln
Wirusoltogii Uniwersyletu Medycznege w Hanowerze, 0-30823 Hanower. e
Aby wytworzyG zawiasing wirusa zgodnie z norma EN 6.3 uzyto komorgk AS4¢ (ATCC
CCL18S, udostgpnionych przez Vircell, S.L., 18320 Santa Fe, Granads, Hiszpania)
trzymanych we flakonie do hodowli komarak o pojemnosci 175 cm® (firmy Nunc GmbH & Co,
KG, D-B5203 Wiesbaden} z pozywka Dulbecco's Modified Eagle's fMedium ({DMEM,
Gambrex Bio Sclence Verviers s.p.r.l., B-4800 Velviars) oraz 10% plodowa surowica cielecy
{Biochrom AG, D-12247 Berlin). Splywajaca monowarstwg poddano mkubacji wraz =z
adenowirusen typu 5 przez godzing w temperaturze 37°C. Nastepnle komérki hodowano w
pozywee DMEM w temperaturze 37°C | 8% CO.. Po wystapieniu efektu cyiopatycznego
uzyto procedury koneceniracii komorek, Komdrki wylrgcano poprzez wirowanie przy
predkasci 2000 rpm przaz 10 min. | przeniesiono do 5 mi supernatantu. Nastapilo trzvkrotne
zamraZanie § rozmraZanie oraz ponowne wirowanie z predkoécia 2000 rom przez 10 minut
pizy 4°C w celu sedymeniacji detrytu kamérkowege. Porgje suparatanty  przechowywano
jako zawiesing badawrzg wirusa w lemperaturze -80°C.

5.2 Badanie zakaznosci

Zakaznps¢é oznaczono za pomecad miareczkowania wo punkcia korcowym  wstepnie
rozcienczajac zawiesing wirusa zgodaie z punktem 6.5.1 normy EN. Miareczkowanie wiruss
przeprowadzone zgodnie z punktem 6.5.2.1 normy EN w 8 zaglebieniach piyild do
mikromiareczkowania 98-dolkowej (Nunc GmbH & Ca. KG) metodg zawiesinowa. Zawiesing
komorkowd wykenano tak, by w kazdym zaglebieniu piytki znalazio sie ok. 10-15 x 10°
komarek, Inkubacja odbyta sle w 37°C oraz 5% CO,. Po dziesieciu dniach edezytano wyniki
iwyliczono metoda Spearmana-Kérbera miano wirusa jaka TCIDg./ml.

5.3 Badanie dezaktywacji

Badania dzialania wirusobéjezego wykonano zgodnie z punitem 68 normy EN 14478
PURISTERIL 340 zostat przebadany jaka 3%- | 0,25%- roztwdr w wodzie o standaryzowanej
twardnéci zgodnie z punktem 5.2.2.2 normy prEN. Czas dziatania wynosd 5, 10 { 15 minut.
Temperatura wynosita 37°C. poniewsaz aparat, w ktorym vzyte PURISTERILU 340, jest
ustawiony na taka temparatura.

W badaniach tych jako substancji zanisczyszezajacych uzyto roztworu afbuminy SUrowicy
wolowe) a stgZzeniu 0,3 g/l (warunki czyste = umiarkowane obcigzenie} iub 3.0 g/l albuminy
surowicy wolowej z 3,0 mifl erytrocytbw (warunki zanieczyszozone = wysokie obcigzenis),

Ze wzgledu na znacznie uproszezong procedure. objstosci uzyte w tym badaniu to 0.1 mi
zawigsiny wirusa, 0.1 mi subsiancil zanieczyszczajacsj oraz 0.8 ml érodka dezynfekeyinego.
Bezpodrednic po uplywie czasu dziatania dzialanie $rodka dezyniekcyjnege wstrzymano
natychmiastowym rozcienczeniem do 10°. Tym samym odpadia precedura wymieniona w
punkeie 6.6.8 normy EN 14476:2005 ,Spravdzanie skutecznoéci powstizymania dzislania
Srodka dezynfekcyjnego”. Prébke kontrolna wirusa poddano miaraczkowaniu zgodnie 2
punitem 8.6.8 normy EN 14476:2005 po 01 60 minutach.

5.4 Qznaczenie cytotoksycznosci

Cylotoksyeznose oznaczano w oparciu o punkt 6.5.4. 1 normy EN 14478:2005 przy uiyciu
200 yl wady o standaryzowane] twardoscl oraz 800 Ml srodka dezyniekcyjnego. Ponadio
oznaczano wrazliwose komérek na badany wirus zgodnie z punktem 6.6.4.2 normy EN. Tu
wykonano paréwnawcze rmiareczkowanie na kemérkach badanyeh na PBS oraz takich,
ktdre badano przez godzine w temperaturze 37°C w roztworze érodka dezynfekcyjinego w
rozeienczeniu 1:100,




5.5 Referencyjne badanie dezaktywacji wirusa | -

o . .n.",
Jako odniesienie w celu sprawdzenia dezaktywacil wirusa wprowadzono zgednie.z punkten.
66871 normy EN  0.7%-owy {miV) roztwor formaldahydu. Referencyjne - badanig .#

dezakiywacj wirusa przeprowadzono w koncowe] objetosci 1 ml, & czasy dziatania Wynostly’
5, 19, 30 1 60 minut. Ponadio oznaczono cylotoksycznosé roztworu formaitehydu (patrz
punkt §.6.7.2 normy EN 14476:2005}, Rozciericzenie w tef partii wynosilo do 107,

6. Weryfikacja procedury

apetnieno nastgpujace kryteria punktu 8.3 normy EN 14476:2005:

a) Stgzenie zawiesiny wirusa pozwalalo na oznaczenie obnizenia misna o 4 poziomy
togaryimiczna .

b) Wepdlczynnik redukci dia preparatu PURISTERIL 340 (3.0%) w obydwu obcigzeniach
wyniost = 4,25 po pieciu minutach czasu dzigtania {warnmnki czyste | zanieczyszezana). Dia
roztwory 0,25%-owego wspoiczynnik redukeji wynidst 2 5,25 po pieciu minutach.

d) Cylotoksycznosé raztworn produkiu wyniosta dwa poxiomy log., (0,25% j2den poziom
fogso) | pozwalats wykazad wspdlezynnik redukaji wynoszacy 4,00,

&) Pordwnawcze miareczkowanie wirusa na poddawanych dziataniu {srodek dezynfekcyiny)
i nie poddawanych dzialaniu (PES) komdrkach A549 nie wykazalo zadnej istotne] redukej!
miana wirlsa (Wartosei dla warunkdw czystych: 7.75 w porégwnaniu de 7.50 fog:,TCIDs:/ml;
dla warunkow zanieczyszczonych 7,50 w poréwnaniu do 7,50 log: TCID:/m). Warlodal nie
przedstawiono tabelarycznie).

Poniewaz spetniono wszystkie kryteria punktu 8.3, badanie adenowirysa typu 5 jest wazne
zgednis z normig EN 14476:2005.

7. Wyniki

Wyniki przeprowadzenych badan przedsiawiono w tabelach 1 do 5. Tabele od 1 do 4
przedstawiajg dane surowe, a tabela 5 stanowi zestawienie wynikow zhiorczysh.. Wynika z
nich dla preparatu PURISTERIL 340 (badane slgzenle) jako 3%-owego roztworu
wirusobbjcza skutecznose przaciwko adenawirusowi w warunkach niskizgo jak i wysckiego
obclazenia po pigeiv minutach dziatania. Po lakim czasie nie mozna juz bylo wykryd
adenowiruss typu 5 a obnizenie miana wyniosio & 4,25 poziomow f0g:s.

0.25%-owy roztwdr zostat wprowadzony zgodrie z norma EN 14476:2005 jako stezenis
nieskuteczne. Wyniki w zaskakujacy sposéb wykazaly takze w tym steZeniu skutecznoss po
pigciu minutach (Wspdlezynnik redukeji = = 5,25). Takie i w tym przypadku nie mozna bylo
juz stwierdzi¢ obecnosc adenowirusa.

8. Wnioski

Srodek dezynfekeyiny PURISTERIL 340 firmy Fresenius HemoCare GmbH w postac 3,%
roztwory (stgzenis badane) wykazal skuteczno$é wirusobojcza przeciwko adenowirusow
typu & po pigciominutowym czasie dzialania w warunkach czystych | zanieczyszezonych
(niskie i wysokie obcigZenie) w badaniu ilosciowsa metoda zawiesinows w temperaturze
37°C. Tym samym mozna uznaé, ze produki poddany badaniu w zadowalajacy sposéh
dezaklywuie adencwirusa typu 5,

3.0% 37°C 5 minut

Brema, 08.11. 2005 r, - Dr. Jochen Steinmann -




Zatgcznik:

Tabkela nr 1:

Tabela nr 2:

Tabeianr 3:

Tabela nr 4

Tabela nr 5:

Surowe dane dotyczgce preparatn PURISTERIL 340 \f‘ag_{jﬁ‘u},.;_}’»fwbéd::“fu
skutecznosel przeciwko adenowirusowi typu 5 {warunki czyste, niski stepien
obcigzenia) w lemperaturze 37°C

[Raw data for PURISTERIL 340 (3.0%) in the against Adenovirus type 5
(ctean conditions, low load) at 37°C]

Surowe dane dotyczgce preparaty PURISTERIL 340 {3,0%) w badaniu
skutecznosel przeciwko adenowirusowi typu & {warunki zanieczyszczone,
WYsoki stopien obcigzenia) w iemperaturze 37°C

[Raw data for PURISTERIL 340 {3.0%) in the against Adenovirus type 5 (dirty
conditions, high lead) a1 37°¢]

Surowe dane dotyczace preparaty PURISTERIL 340 (0,25%) w badaniu
skiifecznosci przeciwke adenowirusowi typu 5 (warunki czyste. niski stopien
obelazenia) w temperaturze 37°C

[Raw data for PURISTERIL 340 {0,25%) in the aganst Adenovirus type 3
{clean conditions, low |oad) at 37°C)

Surowe dane dotyczace preparaty PURISTERIL 340 {0.25%) w hadaniu
skutecznosct przeciwko adenowirusowi typu & {warunki zanieczyszcrone.
WySoki stopien ebeigzenia) w temperaturze 374G

(Raw data for PURISTERIL 340 (0.26%) in the against Adenovirus fype 5
{dirty conditions. high load) at 37°C]

Zbioreze wyniki dotyczace skutecznods breparatis PURISTERIL 340 przeciw
adenowirusowi typu 5
{Summary of results of PURISTERIL 340 upon Adenovirus type 5}
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