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Rzeczywista zdolnosé produkiu NOCOLYSE do
zwalczania aktywnosci wirusowej

Zgodnie z normy NFT72 180

Numer raportu IPL: 161103

Niniejszy raport zostal przeprowadzony i dotyczy produktu bedgcego w fazie testowe).

1. Materialy i metody:

Identyfikacja prébek

Nazwa i opis produktu: NOCOLYSE .

Organ zlecajgcy: Oxypharm -917,rue Marcel Paul- ZA des Grands Godets -
94508 CHAMPIGNY SUR MARNE Cedex .

Data przyjecia do laboratorium: 04/08/2003

PH:5
Produkt: bezbarwny.

1) Material

a) Zastosowany produkt:
Produkt Nocolyse zastosowany w 1/10°

l?) Zastosowane medium do hodowli komorek:

Srodki zastosowane do hodowli kultur komérkowych

-Komérki VERO ATCC 81 CCL: medium EAGLE MEM + aminokwasy + surowica z ptodu
cielgeia + glutamina+ gentamycyna 8 ug/ml.

-Komérki KB : medium EAGLE MEME + surowica z ptodu cielgcia+ glutamina + gentamycyna
8ug/ml.

Niniejszy dokument zawiera 6 stron
Zabrania si¢ kopiowanie niniejszego raportu w formie catkowitej.
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Nr raportw: 161103-2/6
¢) Komorki :
Trzy rodzaje komorek zastosowanych podczas testu pochodza z narodowych
zbioréw komorek [ CNCM Institut Pasteur de Lille ],
1. Enterowirus Polio 1 , szczepy Sabina, wyhodowany na komérkach VERO.
2. Ludzki adenowirus typu 5, wyhodowany na komorkach KB.
3. Wirus z grupy Orthopox szczepionka wyhodowana na komérkach VERO
Komorki zostaty zamrozone do -80°C przy zastosowaniu jednorazowych dawek.
Okreslenie efektu cytopatycznego (CPE) w nastgpujacych warunkach: po S dniach w
temp. 37°C.

Techniki miareczkowania komoérek w zawiesinie

We wszystkich wysokich zbiornikach (300ul) zawierajgcych mikroptytki nalezy umiesci¢ 150 pi
wszystkich mediow do hodowli komorkowych w pierwszym rz¢dzie osmiu zbiornikéw a nastgpnie
doda¢ 50pi mianowanej zawiesiny wirusowej. Do osiggni¢ciu homogenicznosci, nalezy przelozy¢ SOpi
z jednego zbiornika do drugiego (poza ostatnim rzedem, ktory umozliwi nam E)bserwach: komorek)

doprowadzi to do czterokrotnego rozcieniczenia po osmiokrotnym wykonaniu procesu rozcieficzania.

Na koniec nalezy poda¢ do wszystkich zbiornikow 100p1 zawiesiny komorkowej na mediach do

hodowli, zawierajaca 10° komoérek na milimetr.

Obserwacje komoérek nalezy przeprowadzi¢ pod mikroskopem (w przeciggu 5 dni) po inkubacji w temp.
37°C w warunkach atmosferycznych o 5% stgzeniu CO,.

Zastosowane miareczkowanie jest podobne do tego zastosowanego w eksperymentach laboratoryjnych
prowadzonych przez FISHERa i YATESa stosujacych tabele WYSHAKa 1 DETREa.

Przy zastosowaniu w/w metod uzyskali$my oczekiwang liczb¢ skazonych jednostek na milimetr.

2) Metody
Technika zastosowana w pierwszej probie:

Technika separacji produktu i wirusa, filtracja na zelu LH,O

Procedury wstepne:

L]

a) Przygotowanie zawiesiny wirusowej e —

Nalezy zastosowaé 107 jednostek zawiesiny wirusowej na milimetr, ktora zawiera 2% surpi\'}i-‘ 'z I N
OWICE

embrionu cielgcia na enterowirus Polio 11 szczepionkg przeciw wirusowi z grupy Orthoﬁox, 1 0’ Ull’#'ll b

na ludzki adenowirus typu V. \y e u ) ;‘J
1
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Stgzenie zawiesiny wirusowej:
- enterowirus Polio I = 1,25mg/ml

- wirus z grupy Orthopox (szczepionka)=  1,14mg/ml

- ludzki adenowirus typu V= 0,9mg/ml
Miareczkowanie wirusa:
- enterowirus Polio [ = log 7,34

- wirus z grupy Orthopox (szczepionka)=  log 7,32
- ludzki adenowirus typu V= log 6,98

b) Oznaczanie st¢Zzenia subcytotoksyeznego:

Produkt NOCOLYSE i molekularny filtrat zostaly rozcieiczone z 1 do 10°® buforowany PBS
Dulbecco.

Hodowla komoérkowa w zawiesinie podczas ekspervmentu:

¢ Podaj 0,1ml medium do hodowli komorkowych (2% surowica z p}odu cielecia) na wszystkie

ptytki laboratoryjne
¢ Dodaj 0,05 ml do kazdego roztworu $rodka dezynfekujacego — rzedy obok pierwszych

czterech plytek.
¢ Na plytki (4) ostatniego rz¢du nalezy poﬁaé 0,05 ml wodnego roztworu chlorku sodu,
sterylnego bez dezynfekc;i.
¢+ Dodaj 0,1ml zawiesiny do medium do hodowli komérkowych zawierajacej 10° komérek/ml
+ Plyta powinna by¢ ostonigta i inkubowana 37°C w srodowisku o 5% stezeniu CO;.
Efekt cytopatyczny zaobserwowano po okresie inkubacji rownym najdtuzszemu okresowi hodowli

zawiesiny, ktory wynosi 5 dni.

b) Obserwacia eliminacji efektu wirusowego przy zastosowaniu filtracyi zelowej

Celem obserwacji jest upewnienie sig, Ze filtracja produktu wyeliminowata aktywnogé
wirusows. Nalezy dodac filtrat, uzyskany z filtracji molekularnej, do zawiesiny wirusowej (na
godzing, w temp. 4°C). Nastepnie naleZy przeprowadzi¢ miareczkowanie zawiesiny wirusowe;j

w takich samych warunkach z buforowaniem PBS,
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Wyniki uzyskane podeczas przeprowadzania procedur wstepnych:

a) Rozcienczenie cytopatyczne produktu NOCOLYSE i filtratu zelu LH,O

Nr raportu: 161103-4/6

naVERO  Czyste d=10° 1/5 d-10* 1710 d=10"
na KB d=10° d=10* d=10"
na VERO Filtrat (czysty) d=10°  Filtrat (1/5) d=10° Filtrat (1/10) d = 10?
na KB d=10° d=10" d=10"
b) Obserwacija eliminaciji aktywnosci wirusowej po filtracii
Stezenie filtrowanego produktu (%) 1/10
WIRUS MIARKOWANIE WIRUSOWE (logarytm)
(UML)
Wirus + filtrat Wirus kontrolny + PBS Miareczkowa
ny wirus
Wirus polio log 7,34 log 7.23 log 7,33
]
Szczepionka log 7,71 log 7,33 log 7,32
Adenowirus log 7,32 log 7,32 log 6,98

Wiarygodnosé¢ badan: potwierdzona

Szczegoly badania;

Dla kazdego wirusa nalezy przygotowaé po dwie probowki.

Jedna do testu (R) zawiera |00Qul zawiesiny wirusowej i 900ul produktu.

Jedna do kontroli (T) zawiera 100 ul zawiesiny wirusowej 1 900pi roztworu wodnego chlorku sodu.

Po procesie homogenicznosci (Vortex) wloz probowki do wanny laboratoryjnej i ustaw odpowiednia

temperaturg (20°C dla $rodkow dezynfekujacych).

Po inkubacji trwajacej dokladnie 15, 30 i 60 minut, efekt wirusowy jest obliczony poprzez filtracje

zelowa.
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Podejscie

Probki R15, R30, R60 i T60 zostaly przefiltrowane przez 7el Sephadex LH0, ktory zatrzymuje
dezynfektant a przepuszcza wirusy. Titrant filtratu wirusa zostal poréwnany z titrantem zawiesiny
wirusowej, ktore zostaty poddane obrobee w takich samych warunkach. Nieutleniajgce sig plytki zostaty

szczelnie przykryte. Plytki te zawieraja ruchoma rurke na koncu ktorej znajduje sig filtr wykonany z
poliestru.

Zawiesina Sephadex suspension

Nalezy przygotowaé zawiesing Sephadex LH;0 (Pharmacia France) przez potgczenie 22g ze 100ml PBS.
Nastepnie nalezy sterylizowaé roztwor w temp. 120°C przez 30 minut. Po sterylizacji w autoklawie
pozostaw go w temperaturze elementu przed podaniem: 25ml na kazda ptytke nieutleniajaca sig,

wysterylizowana plytke. Wiaczyé wirowanie na poziomie 1000g przez 10 minut.

Protokot podjetych dziatan :

Probki R15, 30, 60 i T60 zostaly umieszczone w gornej czgsci kolumny Sephadex. Wszystkie byly
wywirowane z predkoscig 1000g w wiréwee w temperaturze +4°C. W rezultacie zostal uzyskany sterylny
filtrat o objetosei 1 ml.

Opis uzyskanych wynikow:
Aktywnos¢ wirusowa srodka dezynfekujgcego zalezy od st¢zenia i minimalnego czasu kontaktu, ktory
prowadzi do redukcji titrantu 3 wiruséw przez 4 logarytmy dziesigtne.
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Warunki badania

NOCOLYSE

Stezenie : 1/10°

Czas kontaktu Enterowirus Polio 1 Adenowirus V Szczepionka
w log (UI/ML)
15 minut log 3,48 log 5,01 log 4,57
30 minut log 3,09 log 3,75 log 3,1
60 minut log 3,05 log 3,06 log 2,95
Kontrola - 60 minut log 7,06 log 7,06 log 7,06

PODSUMOWANIE

Produkt NOCOLYSE jest aktywny w st¢zeniu 1/10 po 60 minutach kontaktu z enterowirusem Polio I,

wirusem z grupy Orthopox (szczepionka) 1 ludzkim adenowirusem typu V z zachowaniem normy

AFNORNEFT72 180.

Technik

odpowiedzialny

P.D

Andree TORPIER

Lille, 19 listopad 2003

Kierownik serwisu

Franck PQLYN
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Koniec dokumentu-/-

Repertorium Nr 65/2016

Ja, Monika Lasege, thumacz przysiegly jezyka angielskiego w Zielong) Gorze, poswiadczam zgodnos¢ powyzszego
tlumaczenia z przedlozonym mi oryginalem w jgzyku angielskim, Pobrano oplatg zgodnie z taryfg (Dz. U, Nr 38
poz 164 z 1992r. ze zmianami)

Zielona Gora, dnia 4 kwietnia 2016r.
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