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Skuteczno$é srodka dezynfekcyjnego Citroclorex 2% MD wobec rotawirusa w ilosciowych
testach zawiesinowych w temperaturze 20°C zgodnie z wymaganiami normy EN 14476:2007-

02, w warunkach czystych
EKSPERTYZA

Niniejsza ekspertyza zostala sporzgdzona w oparciu o sprawozdanie z badania nr E13ML1497RK
(IF-13345-35-6) z dnia 18 lutego 2013 r.

Skutecznos¢ $rodka dezynfekcyjnego Citroclorex 2% MD firmy Ecolab Deutschland GmbH
w inaktywacji ludzkiego rotawirusa, szczep Wa, oceniono na podstawie ilosciowych testow

zawiesinowych, zgodnie z wymaganiami normy EN 14476:2007-02 w warunkach czystych.

Zgodnie z metodg zawiesinowg $rodek dezynfekcyjny lub jego roztwér o okreslonym stezeniu
wykazujg dziatanie inaktywujace wirus, jezeli podczas kontakiu o zalecanym czasie trwania miano

wirusa zostanie zredukowane o 2 4 log,, (inaktywacja na poziomie = 99,99%).

Srodek Citroclorex 2% MD poddano badaniu w postaci nierozcienczonej, w temperaturze 20°C.
Czas kontaktu wynosit 15 i 30 sekund. W przypadku czasu kontaktu réwnego 15 sekund
stwierdzono, ze miano wirusa zostato zredukowane o ponad 4 logq. W zwigzku z powyzszym

wykazano wystarczajgcg skutecznos¢ dziatania wirusobojczego w nastepujgcy sposob:

Srodek dezynfekcyjny nierozciericzony, czas kontaktu: 15 sekund
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Sprawozdanie z badania nr E13ML1497RK

Ocena skutecznosci produktu

IF-13345-35-6

Wirus testowy: ludzki rotawirus, szczep Wa

Metoda: zgodnie z wymaganiami normy EN 14476:2007-02

ilosciowa zawiesinowa metoda okreslania wirusobéjczego
dziatania chemicznych srodkow dezynfekcyjnych i anty-
septycznych stosowanych w obszarze medycznym

Zleceniodawca:
Ecolab Deutschland GmbH
D-40789 Monheim

Norderoog 2, D-28259 Bremen

Tel.: +49 (0) 421-27819102, Fax: +49 (0) 421-2760283
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Sprawozdanie z badania nr E13ML1497RK

1.

Celem niniejszego badania byta ocena dziatania $rodka dezynfekcyjnego IF-13345-35-6 jako $rodka
inaktywujgcego ludzki rotawirus, szczep Wa, na podstawie ilosciowych testow zawiesinowych,

Wprowadzenie

wykonanych zgodnie z wymaganiami normy EN 14476:2007-02 (1) w warunkach czystych.

2. Laboratorium badawcze

MikroLab GmbH, Norderoog 2, D-28259 Brem

en

2. Dane identyfikacyjne probki
Nazwa produktu IF-13345-35-6
Producent Esoform Manufacturing S.r.l., Wtochy
Zastosowanie dezynfekcja powierzchni
Nr partii 120074
Data produkgji 10 stycznia 2013 r.
Termin trwatosci: --
. 62,0% izopropanol
Substandig'ezynna 2,0% diglukonian chlorheksydyny
_— : przezroczysty, bezbarwny roztwor
Postac fizyczna | zapach zapach charakterystyczny dla produktu
Odczyn pH (w WSH) nierozcienczony: 7,27 (20°C)
w temperaturze pokojowej, bez dostepu Swiatta
Warunki przechowywania (pomieszczenie dostepne tylko dla osdb
upowaznionych)
Data dostarczenia do ;
laboratarim 21 stycznia 2013 r.
4. Materialy
41 Podloza hodowlane i odczynniki

pozywka minimalna Eagle’a z solami Earle’a (EMEM, Lonza Group Ltd., nr katalogowy:
BE12-125F)

ptodowa surowica cieleca (Biochrom AG, nr produktu: S 0115)

1,4% roztwdr formaldehydu (Chemisch-technologisches Laboratorium Dr Melzer, D-Bremen)
woda dwukrotnie destylowana (Fresenius Kabi Deutschland, nr produktu: P2N 1636071)
roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS) (Invitrogen, nr produktu: 18912-
014)

BSA (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, nr produktu: CA-2153)
ECOLAB sp.zo.0.
31-323 Krakéw, ul. Opolska 100
tel. 12/261 61 00, iax 12/261 61 01
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4.2 Wirus i komorki

Ludzki rotawirus, szczep Wa (typ serologiczny 1, podgrupa Il), zostat uzyskany przez prof. dr
Holgera Rabenau z Instytutu Wirusologii Medycznej przy Uniwersytecie Johanna Wolfganga
Goethego we Frankfurcie, D-60596 Frankfurt. Przed przystgpieniem do wykonania testéw wykonano
10 pasazy wirusa w komdrkach MA-104 (linia komérek nerki embriona rezusa).

Komérki regularnie kontrolowano pod katem zmian morfologicznych oraz zanieczyszczenia przez
mykoplazme. Nie stwierdzono zadnych zmian morfologicznych lub zanieczyszczenia przez

mykoplazme.

4.3 Aparatura, szklany sprzet laboratoryjny i inne wyposazenie
- inkubator CO, (Nunc GmbH & Co. KG, model QWJ 350)
- mieszacz (Vortex Genie Mixer, typ G 560E)
- pH-metr 315i (WTW, nr produktu: 2A10-100)
- wiréwka (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, typ 113)
— mikroskop (Olympus, typ CK 30)
- faznia wodna (JULABO, Julabo U 3)
- automatyczne pipety o regulowanej objetosci (Eppendorf AG)
— Transferpettor® (Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Niemcy)
— 96-dotkowa ptytka polistyrenowa do mikromiareczkowania (Nunc GmbH & Co. KG,
Wiesbaden, Niemcy)
- kolby do hodowli komérek (Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Niemcy)

- probowki ze szczelnym zamknigciem (Sarstedt AG & Co., Nlrnbrecht, Niemcy)

17 ¢, 2002
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5. Warunki doswiadczalne

Temperatura podczas testéw 20°C +1,0°C

nierozcienczony (80,0%), roztwory 60,0% i 10,0%

Stezenie badanego produktu (zakres nieaktywny)

Czas kontaktu 15 i 30 sekund

Substancja interferujaca EnéasruAr;m czyste: 0,3 g/l albuminy surowicy bydlecej
Rozcienczalnik woda (roztwory 60,0% i 10,0%)

Stabilnoé¢ produktu w mieszaninie z

wirusem i substancjg interferujgcg brak flokulacji

(80,0%)

Procedura zahamowania dziatania

$rodka dezynfekcyjnego natychmiastowe rozcienczenie

Wirus testowy ludzki rotawirus, szczep Wa
Przedziat czasowy badania 21 stycznia 2013 r. — 18 lutego 2013 r.
Data zakonczenia badania 18 lutego 2013 r.

6. Metody

6.1 Przygotowanie zawiesiny wirusa testowego

Po trzykrotnym przemyciu pozywkg EMEM niezawierajgcym surowicy komérki inkubowano
w EMEM, bez dodatku ptodowej surowicy cielecej, przez trzy godziny w celu catkowitego oddzielenia
plodowej surowicy cielgcej. Nastepnie dodawano wirus (zawiesina podstawowa wirusa) do komdrek
MA-104 z zastosowaniem wspétczynnika zakazenia 0,01-0,1 TCIDsy/komorke w obecnosci 5,0 pa/ml
trypsyny (SERVA Electrophoresis GmbH, D-69115 Heidelberg, Niemcy) w stosunku 1:250
w temperaturze 37°C przez 60 minut. Po uplywie tego czasu dodano EMEM z 5,0 yg/ml trypsyny
w stosunku 1:250. Po wystapieniu efektu cytopatycznego komérki poddano trzykrotnie gwattownemu
zamrazaniu i rozmrazaniu (-80°C przez 20 min, 37°C przez 10 min) i odwirowano z predkoscig 800 x
g przez 10 min w temperaturze 4°C w celu oddzielenia pozostatosci komorkowych. Po pobraniu
podwielokrotnosci ciecz sklarowang nad osadem przechowywano jako zawiesine wirusa testowego

w temperaturze -80°C.

6.2 Srodek dezynfekcyjny

Ocene badanego produktu przeprowadzono w postaci nierozcienczonej. W wyniku dodania
zawiesiny wirusa testowego i substancji interferujgcej uzyskano roztwor o stezeniu 80,0%.

Ponadto badany produktu testowano w stezeniu 50,0% i 10,0% (zakres nieaktywny). Roztwory
przygotowano poprzez rozciericzenie w wodzie, bezposrednio przed wykonaniem testow.

Wspétczynnik rozcienczenia roztworéw wynosit 1,25. 76 .04 W3
ECOLAB sp. z 0.0 ZA ZGODNOSC
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6.3 Oznaczenie infekcyjnosci

Infekcyjnos¢ oznaczono metodg miareczkowania rozcienczenia do punktu koAcowego
z zastosowaniem procedury mikromiareczkowania. W tym celu probki rozcienczono silnie
schtodzong pozywkg EMEM z dodatkiem 5 pg/ml trypsyny i 100 ul kazdego rozcienczenia,
anastepnie umieszczono po aspiracji pozywki w 8 dotkach sterylnej ptaskodennej ptytki
polistyrenowej do mikromiareczkowania z wykonang monowarstwg MA-104. Po uptywie jednej
godziny w temperaturze 37°C dodano 100 pl pozywki EMEM z dodatkiem 5 pg/ml trypsyny.
Inkubacja byta prowadzona w temperaturze 37°C w atmosferze CO, (5,0% CO,). Na koniec hodowle
kontrolowano pod kgtem efektow cytopatycznych przez dziesie¢ dni od momentu inokulacji. Dawka
infekeyjna (TCIDsy) zostata obliczona z zastosowaniem metody Spearmana (2) i Kérbera (3) na

podstawie nastepujgcego wzoru:

~10910TCIDss = Xg + 0,5 — Z r/n

gdzie:

Xo = logg najnizszego rozcienczenia z 100% dodatnig reakcjg

r = liczba dodatnich oznaczer dla najnizszego rozcienczenia z 100% dodatnig reakcjg i dla
wszystkich wyzszych rozciefczen

n = liczba oznaczen dla kazdego etapu rozcienczenia

6.4 Obliczenia i weryfikacja dziatania wirusobéjczego
Dziatanie wirusobdjcze badanego $rodka dezynfekcyjnego oceniono poprzez obliczenie redukgii
miana wirusa w poréwnaniu do wyniku miareczkowania kontrolnego bez dodatku $rodka

dezynfekcyjnego. Roéznica zostata podana jako wspditczynnik redukcyjny (RF).

Zgodnie z wymaganiami normy EN 14476:2007-02 s$rodek dezynfekcyjny lub jego roztwor
o okreslonym stezeniu moze zosta¢ uznany za $rodek lub roztwor inaktywujgcy wirus, jezeli

w zalecanym czasie kontaktu miano wirusa zostanie zredukowane o co najmniej 4 log.

6.5 Oznaczenie dziatania inaktywujgcego wirus

Oznaczenie dziatania wirusobdjczego przeprowadzono zgodnie z punktem 6.6 normy. Badany
produkt testowano w postaci nierozcienczonej (80,0%) oraz w postaci 60,0% i 10,0% roztwordw
wodnych, zgodnie z punktem 5.2.2.2 normy.

Czas kontaktu wynosit 151 30 sekund.

Aby zapewni¢ wigkszg swobode manipulowania oraz ze wzgledu na ograniczong ilo$¢ zawiesiny
wirusa testowego do oznaczenia dziatania inaktywujgcego wirus wykorzystano nastepujace

objetosci: 0,1 ml zawiesiny wirusa testowego, 0,1 ml substancji interferujgcej (BSA) oraz 0,8 ml

£y of 2o 2

badanego produktu. ECOLAB sp. z0.0. U B

R 31-323 Krakow, ul. Opolska 100 ZA ZGRONOSC
tel. 12/261 61 00, fux 12/261 61 01 Z ORYWEINALEM

REGON 350577317 NIP 677-002-40-11 - g
2 verfe EBednarske

Prokurs olab Sp.zo. 0.



Dziatanie wirusobdjcze (EN 14476): Produkt IF-13345-35-6 — rotawirus 18.02.2013 r., Strona 7/19
Sprawozdanie z badania nr E13ML1497RK

Kontrole wirusa wykonano po czasie kontaktu rownym 0 min i 60 min. Zawiesine wirusa zmieszano

z substancjg interferujgcg | woda twardg w stosunku objetosciowym 1:1:8,
Dodatkowo wykonano kontrola komoérek (z dodatkiem tylko pozywki hodowlane;).

Oznaczenie dziatania inaktywujgcego wirus przeprowadzono w szczelnie zamknietych probéwkach
w fazni wodnej, w temperaturze 20°C + 1,0°C. Podwielokrotnoéci pobrano po uptywie odpowiedniego

czasu kontaktu i ustalono poziom infekcyjnosci resztkowe;.

6.6 Oznaczenie cytotoksycznosci

W celu ustalenia cytotoksycznosci srodka dezynfekcyjnego zamieszano wode twardg i Srodek
dezynfekcyjny w stosunku objetosciowym 2:8, rozcienczono silnie schtodzong pozywka EMEM
i zaszczepiono na hodowli komérkowej. Wartosci podano w jednostkach log:oCDse/ml (analogicznie
do log1oTCIDsy/ml).

6.7 Czulo$é komorek na wirusa

W celu kontroli czuto$ci komérek zmieszano dwie objetosci wody twardej z o$mioma objetosciami
najnizszego pozornie niecytotoksycznego rozcienczenia produktu. Mieszanina lub PBS jako
substancje kontrolng dodano do dotkéw w plytkach do mikromiareczkowania z wykonang
monowarstwg komoérek MA-104.

Na koniec wykonano miareczkowanie poréwnawcze zawiesiny wirusa testowego na powyzej
opisanych komorkach wstepnie przygotowanych (Srodek dezynfekceyjny) lub nie (PBS).

6.8 Kontrola skuteczno$ci zahamowania dziatania srodka dezynfekcyjnego
Dodatkowo przeprowadzono kontrole skutecznosci zahamowania dziatania $rodka dezynfekcyjnego

(punkt 6.6.6 normy).

6.9 Poréwnawcze oznaczenie dziatania inaktywujgcego wirus

W celach poréwnawczych do walidacji badania wykonano kontrole na bazie formaldehydu (0,7%)
z jedng objgtoscig zawiesiny wirusa testowego, czterema objetosciami PBS (0,1 M, pH = 7,0) oraz
pigcioma objetosciami 1,4 % roztworu formaldehydu. Czas kontaktu wynosit 5, 15, 30 i 60 minut.
W celu ustalenia cytotoksycznosci roztworu formaldehydu zmieszano PBS i roztwor formaldehydu

w stosunku objetosciowym 1:1.

ECOLAB Sp.zo.0. =
31-323 Krakow, ul. Opolska 100 z
tel. 12/261 61 00, fax 12/261 61 01
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7.  Weryfikacja metodyki
Spetniono nastepujgce wymagania wyszczegolnione w punkcie 8.3 normy:

a) Miano zawiesiny wirusa testowego zostato zredukowane o 4 logyg.

b) Produkt bgdgcy przedmiotem badania (nierozcieniczony) byt cytotoksyczny w rozcieficzeniu
1:100, co umozliwito stwierdzenie, ze miano wirusa zostato zredukowane o 4 logo.

c) W miareczkowaniu poréwnawczym komorek MA-104, wstepnie przygotowanych ($rodek
dezynfekcyjny) lub nie (PBS), nie stwierdzono istotnej réznicy (<1 logse, punkt 8.3 normy) w
mianie wirusa: 7,88 (PBS) w poréwnaniu do 7,75 ($rodek dezynfekcyjny) l0g:oTCIDsg/ml.

d) W wyniku kontroli skutecznosci zahamowania dziatania $rodka dezynfekcyjnego nie

stwierdzono redukcji miana wirusa.

Poniewaz spetniono wszystkie kryteria wskazane w punkcie 8.3 normy, wyniki badania dziatania
wobec ludzkiego rotawirusa wedtug wymagan normy EN 14476:2007-02 zostaly zatwierdzone jako

prawidtowe.

8. Wyniki
Wyniki badania przedstawiono w Tabelach 1 — 7. Tabele 1 — 6 zawierajg dane pierwotne, natomiast

Tabela 7 zawiera zestawienie wynikow.

Produkt IF 13345-35-6 w postaci nierozcienczonej (80,0%) umozliwiat inaktywacje ludzkiego
rotawirusa po 15 sekundach w przeprowadzonych ilosciowych testach zawiesinowych. W tym
punkcie czasowym nie wykryto ludzkiego rotawirusa. Wspoiczynnik redukcyjny wynosit = 4,00

(Tabela 1), co odpowiada inaktywaciji na poziomie = 99,99%.

Dodatkowo nawet 60,0% roztwdr produktu umozliwiat inaktywacje wirusa w wystarczajgcym stopniu
po 15-sekundowym czasie kontaktu przy wspoétczynniku redukcyjnym = 4,00 (Tabela 2).

Roztwoér 10,0% produktu nie wykazywat aktywnosci w 30-sekundowym czasie kontaktu (Tabela 3).

/7. O§- 262
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9 Podsumowanie

Podsumowujgc, wystarczajgcy poziom redukcji miana wirusa mozna osiggna¢ poprzez
zastosowanie powierzchniowego srodka dezynfekcyjnego IF-13345-35-6 w postaci nierozcienczone;j
przy czasie kontaktu réwnym 15 sekund. Ze wzgledu na brak wytycznych wirusologicznych,
umozliwiajgcych symulacje praktycznych warunkéw wystepujacych w Europie (faza 2, etap 2), na
podstawie danych uzyskanych w wyniku przeprowadzonych ilosciowych testow zawiesinowych
mozna sformufowac zalecenie dotyczgce uzytkowania powierzchniowego $rodka dezynfekcyjnego

IF-13345-35-6 do inaktywacji ludzkiego rotawirusa w nastepujgcych warunkach:

srodek nierozciericzony, czas kontaktu: 15 sekund

Bremen, 18 lutego 2013 r.
L

dr Jo‘&lén Steinmann
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10. Kontrola jakosci
Odpowiednig jako$¢ wynikéw zapewniono poprzez wykonanie oznaczenia dziatania wirusoboéjczego

srodka dezynfekcyjnego zgodnie z przepisami dotyczacymi Dobrej Praktyki Laboratoryjnej:

1) niemiecka Ustawa o srodkach chemicznych, Zatgcznik 1, z dnia 1 sierpnia 1994 r. (BGBI. |,
1994, s. 1703); tres¢ Zatgcznika zostata znowelizowana 14 maja 1997 r. (BGBI. I, 1997, s.
1060)

2) Zasady Dobrej Praktyki Laboratoryjnej Organizacji Wspotpracy Gospodarczej i Rozwoju
(OECD) (wydanie uaktualnione z 1997 r.); publikacie OECD dotyczace ochrony $rodowiska
i BHP, seria po$wigcona tematyce Zasad Dobrej Praktyki Laboratoryjnej i Monitorowania
Zgodnosci — Nr 1, Dyrekcja ds. Srodowiska, Organizacja Wspotpracy Gospodarczej i Rozwoju
(OECD), Paryz 1998.

Wiarygodnos¢ wynikéw zostata dodatkowo potwierdzona w oparciu o kontrole wykonane podczas

testow dziatania inaktywujacego wirus.

11. Dokumentacja
Wszelkie dane uzyskane w toku badania, protokot badania i ewentualne zmiany, sprawozdanie
koricowe oraz korespondencja pomiedzy MikroLab GmbH i zleceniodawcg bedg przechowywane

w archiwum spotki MikroLab GmbH.

Zabrania sig wykorzystywaé nazwe i logo spotki MikroLab GmbH lub inne o$wiadczenia spotki
MikroLab GmbH, z wyjatkiem rozpowszechniania niniejszego sprawozdania w cato$ci, bez pisemnej
zgody spotki MikroLab GmbH. Ponadto na spotke MikroLab GmbH nie wolno powotywaé sie
w materiatach promocyjnych i reklamowych, o$wiadczeniach prasowych itp. (publikowanych
w druku, nadawanych w masowych $rodkach przekazu, $rodkach komunikacji elektronicznej lub

innych) bez jednoznacznego pozwolenia spotki MikroLab GmbH.
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Zalacznik:

Tabela 1: Dane pierwotne dla produktu [F-13345-35-6 (80,0%) =z testébw dziatania
wirusobdjczego wobec ludzkiego rotawirusa

Tabela 2: Dane pierwotne dla produktu IF-13345-35-6 (60,0%) z testow dziatania
wirusobdjczego wobec ludzkiego rotawirusa

Tabela 3: Dane pierwotne dla produktu |F-13345-35-6 (10,0%) =z testéw dziatania
wirusobdjczego wobec ludzkiego rotawirusa

Tabela 4: Dane pierwotne dla produktu IF-13345-35-6 (0,7%) =z testow dziatania
wirusobojczego wobec ludzkiego rotawirusa

Tabela 5: Dane pierwotne z kontroli skutecznosci zahamowania dziatania $rodka
dezynfekcyjnego (80,0%)

Tabela 6: Dane pierwotne z testéw czutosci komérek (na ludzkiego rotawirusa) (80,0%)

Tabela 7: Zestawienie wynikéw z testow dziatania wirusobojczego produktu IF-13345-35-6

wobec ludzkiego rotawirusa

/4.5 2003
31-323 Krakdws, ul. Opolska 100 Z ORYBANALEM
tel. 12/261 61 00, fax 12/261 61 01

REGON 350577317 NIP 677-002-40-11
Kata a Bednarska
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