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Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH
Beim Braunland 1 { 88416 Ochsenhausan

Ecolab Deutschland GmbH
Reisholzer Werfistr. 38-42
D-40589 Disseldorf

Ochsenhausen, dn. 28.12.2011 r.

Antywirusowa skutecznosé Srodka dezynfekujacego DE12566-S.45-9 wzgledem wirusa
Vaccinia
Raport z badania specialistycenego -/-

Badano skuteczno$é antywirusowg Srodka dezynfekujgcego DE12566-S.45-0 wzgledem
otoczkowago wirusa Vaccinia w lodclowym teécie zawlesinowym. Badania prowadzono zgednie
z wytycznymi Leitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bekdmpfung der Virus-Krankheiten e.V.
(DVV) und dss Robert Koch-Instituts” (sierpieri 2008). -~

Srodek dezynfekujacy badano w postaci stezonego roztworu (steZenie koricowe érodka
dezynfekujgcege w mieszaninie analitycznej 80%) i 10% rozcieficzonego roztworu, w obecnosci
ipod niecbecnoét biatkowych substancli zakidcajacych (cleleca surowica plodowa 10%) przy
nastepujacych czasach kontaktu: 156 i 30 sékund. -/

Wirus Vaccinia ulegal dezakiywacji pod wplywem nisrozciericzonego Srodka dezynfekujgcego po
czasie kontakiu wynoszgeym 15 sekund. Tym samym wykazano zmniejszenie miana wirusa o ¢co
najmniej 4 logyo przy zalecanym czasie kontaktu oraz przy obecnosci i pod nieobecno$é biatkowych
substancj zakiécajacych. -~

W oparciu o zapisy zawarte w wytycznych ,Leitlinie der DVV und des RKI", aktywnosé wirusobdjezg
$rodka dezynfekujgcego wykazuje sig poprzez wykazanie zmniejszenia miana wirusa o co najmniej
4 log1o W zalecanym czasie kontaktu. W zwigzku z powyZszym, mozna zalecaé stosowanie $rodka
dezynfekujgcego DE12566-S.45-9 do dezaktywac]i wirusa Vaccinia w nastepujgcych warunkach: -/-

Roztwdr stezony, 15 sekund -/
Dr Ingrid Rapp [podpis nieczyteiny] -

Geachafisfuhrung Volksbank Biberach BLZ 854 801 30 Konlo Labor Dr Merk & Kollegen GmbH

Or. Wemer Dange? Dr. Ingrid 189 632 003 ’ Belm Brauntand 1 58418 Ochsenhausan
Rapp KSK Ochsenhausen BLZ 654 500 70 Konlo Fon + 49 7352 9118-30

Amisgericht Uim 8252788 Fax +49 7352 9118-40
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Za zgodno$¢ z oryginatem

ECOLAB sp. z 0.0. Krakéw, dnia:
31-323 Krakdw, ul. Opolska 100

tel. 12/261 61 00, fax 12/261 61 01 25 KWI” 013

REGON 350577317 NIP 6§77-002-40-11

..... Katarzyna \Bbdnarska
poipigureHT ECYTAN 55,74, 5. Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH

\ Beim Braunland 1
D-88416 Ochsenhausen

Niemcy

Tel. +49-(0)73 52-91 18 30

Fax +49-(0)73 52-91 1940

RAPORT Z BADANIA
Nr projektu 11431DE -/~
Sponsor Ecolab Deutschland GmbH -/-

Reisholzer Werfistr, 38-42 -/-
D-40589 Dosseldorf, Niemey -~

Tytut badania Badanie $rodka dezynfekujacego pod katem skutecznodci
wirtisobdjczej wzgledem wirusa Vaccinia -/~

Preparaty badane DE12566-S.45-0 -/

Preparat referencyjny Nie dotyczy -/

Autorzy Dr. ingrid Rapp -/

Placowka badawcza

Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH -/-
Beim Braunland 1 -/-
D-88416 Ochsenhausen -/

Daty analiz:

Qdbiér preparatu badanego Wrzeslent 2011 r. -/
Rozpoczecie analiz 26 wrzesnia 2011 r, -/~
Zakoriczenie analiz 19 pazdziernika 2011 r J—.
Raport koricowy 27 grudnia 2011 r, 4-

Spétka Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH nie ponosi odpowiedzialnosci za przeklamania mogace
byé¢ wynikiem prezentacji metod i wynikéw ninlejszego badania w skroconej formie. -/

Raport analityczny dla projektu Data: 27 grudnia 2011 r. Strona 1z 19
nr 11131DE Wersia 1
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Zalgeznik 2: Obliczante i analiza statystyczna mian wirusow...
Obliczanie adchylenia standardowego: ..........ccoveomsrrinissessmersninssn
Obliczanie granic przedziatu ufnosci 85%
Obliczanie wspdlczynnika redukcji .
Obliczanie Sredniego wspdiczynnika redukdii i granicy przedziatu ufnodci 95%
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Podpisy personelu uczestniczacego w projekcie

Ochsenhausen, [data odrecznie] 09.01.2012 [podpis nieczyteiny)

Anja Hofmann -/-
Dyrektor badania -/- ‘
Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH -~

Ochsenhausen, [data odrgcznis] 28.12.2011 [podpfs nieczyteiny]

Dr. ingrid Rapp -/~
Kierownik laboratoridw vnrusologicznych «l-
Labor Dr. Merk & Kollegen GmbiH -/-

Za zgodnosé z oryginaterr
Krakéw, dnia:

ECCLAB Sp.zo.0. r !
31-323 Krakow, ul. Opolska 100 2 6. KWi, 2013

tel. 12/261 61 00, fax 12/261 61 01
- REGCN 350577317 NIP 677-002-40-11

Raport analityczny dia projekiu Data: 27 grudnia 2011 r. Strona 4z 19
nr 11131DE Wersja 1



Opis

‘Cefem ninigjszego badania bylo wykazanie wirusobdjczego dzialania Srodka dezynfekujacego
- DE12586-5.45-9 zgodnie z wytycznymi Leitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bekampfung der
" Virus-Krankheiten e.V. {DVV) und des Robert Koch-Instituts” (sierpieri 2008). Badania prowadzono
'z uzyciem ofoczkowych wiruséw Vaccinia. -/~

OkreSlong zawiesing wirusa inkubowano z nierozclediczonym (stgzenie koficowe $rodka
dezynfekujacege w mieszaninie analityczne] 80%) | 10% rozclericzonym roziworem $rodka
dezynfekujgcago, a nasigpnie zaszczepiano w hodowlach linii komdrkowych Vero. Po uplywie 7 dni
zakazone komérki badano pod kagtem dziatahh cytotoksycznych icytopatogennych. Brak
obserwowanych dziatars cytopatogennych oznaczal, Ze wirus zostal skutecznie zdezaklywowany
przez $rodek dezynfekujgcy. -/

Wykonano nastepujgce czynnosci walidacyjne:
*  jdentyfikacja dawki zaka2nej (miana wirusa) dla danej linii komérkowej -/-

«  ldentyfikacja stefenia $rodka dezynfekujgcego tolerowanego przez dang linie
komérkowg -/-

»  |dentyfikacja sterenia $rcdka dezynfekujgcego, przy kidrym dana linia komdrkowa
pozostaje podatna na zakaenie wirusem Vaccinia -/-

«  Dodatnl wynik kontrolnej dezaktywacji wirusa po 5, 15, 30 | 60 minutach inkubacji
z formaldehydem. -/-

Po wykonaniu powyiszych etapéw walldacji zbadano akiywnos¢ antywirusows érodka
dezynfekujacego w postaci nierozcieficzonej oraz w rozcieficzeniu 10% wzgledem Vaccinia dla
czastw kontaktu 15 i 30 sekund oraz w obacnoscl | pod nieobecnoéé substancji zaktdcajgcej (10%

clelece]j surowicy plodowej). -/

Badanie wykazalo wirusobdjcze dziatanie $rodka dezynfekujacego DE12566-S.45-9 przy czasie
kontaktu wynoszacym 15 sekund. -/-

W oparciu o zapisy zawarte w wytycznych ,Leitlinie der DVV und des RKI" (sierplefi 2008),
aktywnoéé wirusobéjcza Srodka dezynfekujacego wykazuje si¢ poprzez wykazanie zmniejszenia
miana wirusa © co najmniej 4 logo w zalecanym czasie kontaktu. W przypadku érodka
dezynfekujacego DE12566-S.45-9 moina bylo wykazaé wymagane zmniejszenie miana wirusa
o0 co najmniej 4 logs pod niecbecnosé w obecnoécl zakidcajacych substancji biatkowych po czasie
kontaktu 15 sekund. W zwigzku z powyzszym, Srodek dezynfekujgcy posiada odpowiednig
skutecznosé wirusobbjczg wzgledem wirusa Vaccinia. -/

Tabela 1 zawiera podsumowanie wynikéw dezaklywacji wirusa przy u2yciu preparatu DE12568-
8.45-9 -/

Za zgodnoé¢ z oryginater,

Krakow, dnia.
ECOLAB Sp. zo.o. | !
31-223 Krakow, ul. Opolska 100 i 2 2013
tel. 12/261 61 00, fax 12/261 61 01 '
REGON 350577317 NIP 677-002-40-11 St | )
pdﬂgrﬁnt E& 6\§6|-!zh0-.-.0. ..... 'i
Raport analityczny dia projekiu Data: 27 grudnia 2011 1. Strona 5z 19
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5.45-9

: I'Tabeia 1: Podsumowanie wynikéw dofyczacych skutecznosc antywirusowej preparatu DE12566-

Produkt | Sigsenis |
' 10 2 (z kolumna:MicroSpin).
<250 15 sekund
80%
FCS £250 2,50 15 sekund
H 0O 6,50 6.64 nieuzyskana
10%
. DE12566- FCS 6,50 6,79 meuzyskgm
§.459 H0 52,50 $2,50 15 sekund
80% —
FCS £2,50 €250 15 sekund
H20 6,78 8,78 nisuzyskana
10%
FCS 6,50 6,64 nieuzyskana
Probka nd H20 n.d. 6,64 n.d.
kontroina o -
wirusa FCS nd. 6,79 nd.
il Hz0 nd 6,64 nd.
FCS n.d. 6,64 n.d.
n.d. nie dotyczy -/
nb. nie badano -/~
Za zgodnosc z oryginater;
Krakéw, dnia:
ECOLAB sp. zo.0.
31-323 Krakow, ul. Opolska 100
11, 12/261 61 00, fax 12/261 61 01
REGON 350577317 NIP 677-002-40-11
Raport analityczny dla projektu Data: 27 grudnia 2011 r. Strona 6z 19
nr 14131DE Wersja 1




} Materiafy | preparaty badane
41 Podtaza | odezynnild

"PoleZem analitycznym stosowanym w badaniu bylo podioze DMEM z dodatkiem L-glutaminy oraz
100 jednostel/ml penicyliny i 130 pg/mi streptomycyny. -/-

Podioze DMEM (RM-143, nr serii RNBB9332), 10% cielgca surowica plodowa (RM-071, nr
serii 839084S), 1% L-glutamina (RM-273, nr serii M00608-2653), 1% roztwér roboczy
penicyliny/streptomycyny (i-008, nr serii 8230, 8383) -/

H:0 Woda, podwéinie destytowana (nr serii 121169349, RM-236) -/

BSA (r serii 8407, RM-033) -/-

b-PBS:: (nrserii 727243, 879455, RM-184) -/
Formaldehyd, 37% (nr serii S60227-348, RM-046) -/
H20 o znomalizowanej Roziwdr A {nr serii 8391) -~
fwerdoscl Roziwr B (nr seril 8406) -/-

HCi (nr serii SZBB0OCEOV, RM-054) -/~

1.2, Aparatura

Standardowe wyposazenie laboratorium mikrobiclogicznego, w szczegdinosci:

s Plytki mikrotitracyjne z 98 zagtebieniami (Nunc, Wiesbaden, Niemcy) -/~

. Pehametr {dokladnoéé kalibracji 0,1 jednostek pH w temp. 25°C) (WTW, Weitheim, Nismcy) -/-
3_ WMikroskop odwricony (Leitz, Wetzlar, Niemcy) -/~

. Mieszadio voriex (IKA, Staufen, Germany) -/-

. Wirdwka (model 5415C, Eppendorf, Hamburg, Niemcey) -/~

. inkubator, 37°C  1° (Heraeus, Osterode, Niemcy) -/

. Kolumny MicroSpinTM $400 HR (Amersham Biosciences Europe GmbH, Frelburg, Niemcy,

Ch.B 395562) -
Za zgodnosC z oryginaesi:,
Krakow, dnia: ‘
1
| 26 kWl 208 |
ECOLAB sp.zo.0. i 2 : b
 31-323 Krakoéw, ul. Opolska 100 I mmed
tel. 12/261 61 00, fax 121261 61 01 Katarzyn Bednay e
REGON 350677317 NIP 677-002-40-11 ‘o urent ERBIEL"SD. 2 0. o
Raport analityczny dla projektu Data: 27 grudnia 2011 +. Strona 7z 19
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3 Ukiad badany (komérki | wirusy)
34 Komérkl

Vero:  Typ: Komérki nerkowe koczkodana zielonego -/~
Pochodzenie: Europejska Kolekcja Hodowli Komdérkowych (ECACC),
Salisbury, Wielka Brytania, Nr 84113001 /-
Zastosowanie: Hodowla wirusa Vaccinia -/~

Komérkn przechowywano w postaci zawiesin roboczych w temperaturze -186°C. Hodowig
rowadzono w temperaturze 37°C % 1°C z 5% CO». Komérki regularie sprawdzano na obecnos¢

Wirus Vaccinta, szczep Elstree -/

Pochodzenie: Amerykartska kolekcja hodowli komérkowych (ATCC), Rockvilie, USA, Nr
VR-1549 -/

Uktad Komaorki Vero -/~
komérkowy:

Robocze zawiesiny wirusa przechowywano w stanie zamrozenia w temperaturze -80°C. Wirusy
z zawiesin roboczych namnazano w odpowiednlej lini komérkowej w celu uzyskania wysokiego
miana wirusow zakaznych. Zewiesiny z pozostalosciami komdrkowymi poddawano dwukrotnemu
* cyklowi zamrazania i rozmrazania. Nastepnie pozostalosci komérkowe oddzielano poprzez
odwirowanie z niskg predkoscig. Zawiesiny wiruséw przechowywano w temperaturze -80°C. -/-

Za zgodnosc z oryginateri
Krakéw, dnia:

. ECCLAB sp.zo.0.
31-323 Krakdw, ul. Opolska 100
. 12/251 €1 09, fax 12/261 61 01
ON 350577517 NIP 677-002-40-11

Raport analityczny dla projekiu Data: 27 grudnia 2011 r. Strona 8z 19
nr 11131DE Wersja 1




14 Przedmiot badania
" Badaniu poddano nastepujgcy materiat:

" Nazwa preparatu badanego:
Opis produktu:

i}:’r seril:

_Wyﬁvbma:

Data produkci:

Termin trwafosci / waznosci
Czystosé / sktad w 100 g:
_pH

Pﬁstaé fizyczna / wyglgd:
Warunki przechowywania:

Preparat referencyjny: -~
Nie dotyczy -/ '

2. Stosowane normy

S. 936-846 -~

ECOLAB sp.zo.0.

=323 Krakéw, ul. Opolska 100
12/281 81 00, fax 12/261 61 01
ON 364577317 NIP 677-002-40-11

Raport analityczny dla projektu
nr 11131DE

DE12566-8.45-9 -~

Preparat do dezynfekcji rgk -/-

Nieznany placéwce badawczej -/~

Ecolab Deutschland GmbH, Disseldorf -/
Nieznana placéwce badawczej -/
Nieznany piacéwce badawczej -/-

80,0 g etanol| -/-

6.4 /-

Przejrzysta clecz -i-

Temperatura pokojowa -/~

Badania wykonano zgodnie z nastepujgeg normg

¢ Leiilinle der Deutschen Vereinigung zur Bekampfung der Viruskrankheiten (DVV) e.V. und des
Robert Koch-Institutes (RKI) zur Priifung von chemischen Desinfektionsmitteln auf Wirksamkeit
gegen Viren In der Humanmedizin Bundesgesundhetisblatt Jahrgang 51, Heft 8, sierpies 2008,

Za 290dnosé z oryginae
Ater:
Krakow, dnig’ Ve *E':m:

f{\Exolab Sp.z0. o,

YTV VYt ¥ ireeed

Data: 27 grudnia 2011 r.

Strona9z 19
Wersja 1



AL

Za zgodnosc z orygmaierr
olska 100 Krakow, dnia:

21261 61 01
77-002-40-11

" Metody badan
™ Badania WStepné _
1.1.  Identyfikacja dawki zakaine] {milana wirusa) dla danej linll komdrkowe]

‘colu wyznaczenia dawki zakainej stosowanych w badaniu wiruséw 100 il zawiesiny komdrek
nii Vero na piytkach mikrotitracyjnych zaszezepiono seria logarytmicznych logie rozcienczen
zawiesiny wirusowej w podiozu hodowlanym (7 odczynnikéw na stopien rozciericzenia) w llosci 100
‘Wi’ na zagigbienie. Po uplywie 7 dni komérki zbadano pod katem wystgpienia dzialai
~cylopatogennych CPE | oznaczono punklt koficowy zekaznosci 50% (TCIDsqmi). Miano zakaznoéci
“wirusa obliczano metodg Spaemmanna-Karbera: -/-

N Logso TCIDsp = — (Xp ~ 0,5 + Z r/n) -/-
'“xo = jogse najmniejszego rozcieficzenta zs stuprocentowo dodatniq reakcjq -/~

= ficzba wazystkich dodatnich odczynéw dla najnizszego stopnia rozcieficzenia ze stuprocentowo
dodatrim odczynem oraz dalszych rozciericzeri (z dodatnim odczynem), -/-

fi & Ticzba odczynbw dla kazdego stopnia rozciericzenia -/~

5,1.2. Identyfikacja ste2enia Srodka dezynfekujacego tolerowanego przez dang linig
komérkowg {cytotoksycznosé)

W calu okreslenia dzialania cytotoksycznego srodka dezynfekujgcego zmieszano 2 czesci wody
0 znormalizowane] twardosci z 8 czeSclami drodka dezynfekujgcego. Kolejne rozciesiczenia
wykonywano w podiozu hodowlanym, a nastepnie dodawano do hadowll komérkowych (100 pl na
2agigbianie). Po 7-dniowej inkubacji komérki badano pod kqtem dzialas cytotoksycznych. -/

31.3. Identyfikacja steenla érodka dezynfekujacego, przy ktérym dana #inla komdérkowa
pozostiaje podatna na zakaZenie wirusem Vaccinia

W celu wykazania, 2e $rodek dezynfekujgcy nie wplywat na morfologle, wzrost ani podatnosé
komérek Vero na wirusa Vaccinia, komorki ‘poddano dziataniu nietoksycznego rozcieliczenia
$rodka dezynfekujgcego. W ujemnej probce kontrolnej zastosowano PBS w miejsce érodka
dezynfekujgcego. Nastepnie do komérek dodano serig rozcienczen wirusa, Po siedmiodniows]
inkubacji komérki zbadano pod kgtem dzislan cytotoksycznych i cylopatogennych (CPE)
ITCIDso/ml. Poréwnawcze miareczkowanie wirusa w komérkach poddanych dziataniu PBS
i komérkach poddanych dziataniu $rodka dezynfekujacego powinno prowadzié do uzyskania
réinicy miana wirusa < 1,0 logso. -/~

3.1.4. Dodatnia prébka dezaktywac]i wirusa formaldehydem

Jednq czeit zawiesiny wirusa Vaccinia zmieszano z 4 czeéciami PBS | 5 czesciami formaldehydu
14% (wag./obj.). Po uplywie czasbéw ekspozycji 5, 15, 30 i 80 minut, zawiesiny mieszano,
anastepnie pobierano ich podwielokrotnodci, kiére poddawano serii rozciericzeri lodowatym
podiozem hodowlanym w taZni lodowej. Wszystkie rozciericzenia dodano do kemarek Vero (100 pt
ha zaglebienie). Po 7 dniach inkubacji w temperaturze 37°C % 1°C komérki zbadano pod katem
CPE | oznaczono dawke TCIDso/m, -/-

Raport analityczny dia projektu Data: 27 grudnia 2011 r. Strona 10z 19
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onadio oznaczono cylotoksycznosé formaldehydu: Jedng czeéé formaldehydu 1,4% (wag./obj.)
ano do jednej czedci PBS. Zawiesing poddano dalszemu rozcieficzeniu podioZem hodowlanym
tazn! lodowej. Nastgpnie rozcieficzenia przeniesiono do zagigbiert hodowli komérkowej. Po 7-
niowej Inkubacji w femperaturze 37°C % 1°C komorki zbadano pod katem dziatars
toksycznych. -/

Badanie skutecznoscl wirusobdjezej

Badano - aktywno$¢ wirusobdjozg $rodka dezynfekujgcego w obecnosci | pod nieobecnosc
ubstancji zakitcajges] {10% cielgeej surowicy ptodowel). W pierwszej kolejnosci zmieszano jedng
czesé substancji zaklécajgeych z 8 czedclami Srodka dezynfekujgcego - nierozcleficzonego
‘{'w rozcieficzeniu 40%. Do tej mieszaniny dodano 1 czeéé zawiesiny winusowej, po czym catodé
wymieszano | inkubowano na mieszadle typu voriex przez 151 30 sekund, +-

':F.'o-uplywie czasu inkubacji pobierano podwielokrotnosé mieszaniny, a aktywnos¢ wirusobdjczg
natychmiast hamowano serig rozciefczert lodowatym podiozem hodowlanym. Rozclefczenia
:przechowywano w la2ni lodowe] do dalszego przetwarzania. -/~

Po zakoﬁuemu procedury pobierania i rozciericzenia probki wszystkie rozcieficzenta przenoszono
‘(w llogci 100 pl na zaglebienie) do zawiesiny z hodowlg komdrkowg i calosé inkubowano
w temperaturze 37°C & 1°C. Po uplywie 7 dni komérki zbadano pod katem wystgpienia dziatar
CPE 1 oznaczono dawke TCIDso/ml. Wykrywane zmniejszenie miana wirusa powinno wynosié co
najmniej 4 logqp. -~

Zakainosé badanej zawiesiny wirusowej badano ponadto w warunkach analizy bez stycznosci ze
$rodkiem dezynfekujgcym przy czasie kontaktu 30 sekund. Zamiast Srodka dezynfekujgcego uyto
Hz0. -~

4 ~ Wyniki
4.1 Badania walidacyjne

41.1. ldentyfikacja eteZenia Srodka dezynfokujacego tolerowanego przez dang linle
komdérkowg {cytotoksycznosé)

Badanie wykonano jak w p. 3.1.2, z wykorzystaniem linii komérkowe] Vero. Nierozciericzony Srodek
dezynfekujacy wykazywal dziatanie cytotoksyczne w rozcienczeniu 1:100 bez filtracji na kolumnie
MicroSpin. Surowe dane z badat cylotoksycznosci przedstawiono w Zataczniku. -/~

41,2, Identyfikacja ste2enia érodka dezynfekujacego, przy ktérym dana linia komérkowa
pozostaje podatna na zakaZzenie wirusem

Badanie wykonano jak w p. 3.1.3. Badanie wykazalo Ze srodek dezynfekujacy nie wplywatl na
podatnost komodrek na wirusa ani fez na wzrost | morfologie komorek, /-

Miana wiruséw w komérkach niepoddanych i poddanych dzialaniu érodka dezynfekujgcego

przedstawiono w Tabeli 2. Su no w Zalgczniku. -~
Za zgodnosc z orygmatsam

Krakow, dnia.

‘OLAB Sp. z 0.0.

rakaw, ul. Cpolska 100

1 31 00, fax 12/261 681 M
0577317 NIP 677-002-40-11

Rapori analityczny dla projekiu Strona 11z 19

nr 11131DE




T bal'é 2: Miana wiruséw w komérkach niepoddanych | poddanych dziataniu preparatu DE12586-

Komdrki VERO traktowane:
o8S | Rorlefcasnie: 10° DE12556.5.45.0
N Rozcieficzenie: 102 FCS
) H0
Wirus Vaccinia
“[TCIDso / mi] 1077 1078 1082

.3. Dodatnia prdbka dezaktywac]l wirusa po inkubac]i z formaldehydem

charakterze proby kontrolnej przeprowadzono dezaktywacje badanego systemu wirusa Vaccinia
¢ wdyciu roziworu fommaldehydu 0,7%. Badanie wykonano jak wp. 3.1.4. Wirus Vaccinia
aktywowano formaldehydem. Po czasie kontaktu 60 minut wykazano zmniejszenie miana
"2 3,14 logqo. Wyniki podano w Tabeli 3. Surowe dane przedstawiono w Zatgczniku. -/-

: _.Tabéla 3: Dezaktywacja wirusa formaldehydem

Czas kontaktu z roztworem formaldehydu
Prdbka
kontrolna 5roin 15 min 30 min 80 min

L wirusa
: Wirus Vaccinia
;" [TCIDsa / mi} 107984 10°8% 10584 104 £103%
: Zmniejszenie
. mianawirusa - 0,28 logte 1,00 logye z2243logw | 23,14 lognn

;3.2. Badanle skutecznosci wirusobdjczej

Badaniz wykonano jek w p. 3.2. Badano akiywno$¢ wirusobdjczg Srodka dezynfekujgcego
DE12566-S.45-9 w rozciericzeniu dlg -czaséw kontakiu 15 | 30 sekund oraz w obecnofcl | pod
nieobecnodt substancji zakidcajacej (10% cielgce] surowicy ptodoweyj). -/

Badanle wykazalo wirusobéjcze dzialanie Srodka dezynfekujacego DE12566-5.45-8. Mozliwe bylo
wykazanie zmniejszenia miana wirusa o 2 4 logo w obecnosci | pod nieobecnodé zakidcajgeych
substandji bialkowych po czasie kontaktu 15 sekund. -/

Wyniki serii oznaczes} przedstawiono w Tabelach 4 i §. Surowe dane przedstawiono w Zalgczniku. -~

Za zgodnosc z oryginater::
Krakow, dnia: .'

ECOLAB Sp.zd.0. -

323 Krakow, ul. Opolska 100
(21251 61 00, fax 12/261 61 01
ON 350577317 NIP 677-002-40-11

Strona 12z 19
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6 faix 21261 61 01
iP 677-00240-11

Krakow, dnia:

Za zgodnosc¢ z oryginaterm

nr11131DE

Wersja 1

abela 4: Badarie skutecknosai.. i wirusa Vaccinia pod nisobecnosé
biatkowych substancji za quﬁq?
: ; meejszeénle mianal
Qo Wirus:Vaccinia wirusa {logio)+
Czas kontaktu [TCiDsimi} |- granice-przedziaty,
ufnoéci 95% i
i 0 sekund 109642029 -
Prébka: kontrolna:wirusa
30 sekund qqreeizay -
16 s, z kolumng MicroSpin £ 1023020 24,14 + 0,66
. < 3500
DE 12566-5:45-9, 80%, 15 s, bez kolumny MIFmSpEn 10 23,14 0,66
HzO 30 s, z kolumng MicroSpin s 1035020 24,14 £ 0,66
30 s, bez kolumny MicroSpin < 1035020 23,1410,66
15 s, z kolumng MicroSpin 1p 55002 0,14 £ 0,70
N o -650+0 - l
DE12566:5.45-9, 1 0% 15s, bez. k.olumny MicroSpln 10 0,14 £ 0,66
Heo 30 s, z kolumng MicroSpin 10 884£048 0+0,66
30 s, bez kolumny MicroSpin 10978038 0£0,59
_ . 0 sekund 10°%50%0 -
_. 1F’r6bka.koﬁtrolnafwlrusa A
: ' 30 sekund 108845020 -
15 s, 2 kolumng MicroSpin 5 10°2%0%0 24,14 10,4
3 - b 25020
| bEr2s6e:5 459, 80%, 15 s, bez kc?lumny MicroSpin s10 24,14 +£041
H0 30 s, z kolumng MicroSpin £ 1025020 24,14 £0,41
30 s, bez kolumny MicroSpin < 1072500 24,14 £ 041
15 s, z kolumng MicroSpin 108782036 0+0.46
. o . -6,50 £ 0.40 .
DE12566:5.45:9, 1 0%, 168, bez ko'IUfnny MicroSpin 10 0,14 £ 0.49
H:0 30's, z kolumna MicroSpin fooIREdE 0£046
30 s, bez kolumny MicroSpin 108784038 0+£0,46
e TR A [ DAy waG jé:WifﬁE”éﬁfo?ﬂiﬁﬁi@fié;; A T R i
wirusa: (logso) +granice : = 5
| przedziatu ufnodci:95% _ :L_ Z ko!qr_n‘nq MucroSptn Bez kclafumny,MmroSpin e
' 2414:039 23,64%039
Raport analityczny dla projekiu Data: 27 grudnia 2011 r. Strona 13z 19



polska 100
12/261 61 01
jiP 677-002-40-11

;_'Badania skutecznosci

e

"rusobq]'czel wzaledem winisa. Vaecmla w obecnoscl 10% FCS

Za zgodnos$c z oryginaten

Krakow, dnia:
==
26, KWL ]
| Katarzy edncirsit
. olab Sp.zg. o

B meajszeme miana
Czag kontakil Wirus Vaceima . wirusa (Iogw) +
0 sekund , 1o 828202 .
Probka-kontrolna wirisa
| 30 sekund 10879405 -
15 s, z kolumna MicroSpin 510200 24,20 £ 0,52
;- . 1 q - i 3500 .
BE 1 25_66 'S.45.0, 80%., 15 é. bgz kolumny MicroSpin 510 | 23,29 £0,52
S ch 30 s, 2 kolumna MicroSpin 54072800 24,29 +0,52
30 s, bez kolumny MicroSpin 5103800 23,20+0,52
15 s, z kolumna MicroSpin 1055040 0,29 £ 0,52
S e ; 679038 s
'BE 12566-S. 45_9 10%, 15 g, bez kolumny MicroSpin 10 0x0,52
FES - . 1 4 s, z kolumng MicroSpin 10479203 040,52
' 30 8, bez kolumny MicroSpin foribe=aze 0,15+ 047
hs e oyl 0 sekund 10 6832048 -
‘Prébka kontrolna wirusa
; : i 30 sekund 10 0842029 -
15 s, z kolumng MicroSpin g 102800 24,14 £0,41
- ) L ' .- i 1 i ‘2‘50*0
DE12566:545:0, 80%, 15 8, bez kolumny MicroSpin 510 24,14 £ 0,41
Bl 30 s, z kolumng MicroSpin 51025020 24,14 £ 0,41
30 s, bez kolumny MicroSpin 5102800 24,14 £ 0,41
15 s, z kolumna MicroSpin 10 650£040 0,14 + 0,49
) ) . . 8,07 x0,36 .
DE 12566:5.45-0, 10%, 15 s, bez kolumny MicroSpin 10 0,57 £ 0,46
FCS 30 s, z kolumna MicroSpin 10884202 00,41
30 s, bez kolumny MicroSpin 1Q0se 2028 0,28 £ 0,41
Srednie zmnfejszen  Tilang:
2472033 > 3,72 + 0,33

nr 11131DE

Raport analitycany dla projektu

Wersja 1

Data: 27 grudnia 2011 r.

Strona 14z 19




opérciu’ o zapisy zawarle w wylycznych ,leitline der DVV und des RKI', aktywnos¢
wims jcza §rodka dezynfekujgcego wykazuje si¢ poprzez wykazenie zmniejszenia miana wirusa
o co-najmnie] 4 logw w zalecanym czasie kontakiu. W przypadku rodka dezynfekujacego
DE12566-5.45-9 mozna byto wykazaé wymagane zmniejszenie miana wirusa o co najrmmiej 4 logie
po czasie kontaktu 15 sekund, w obscnofci | pod nieobecnodé zakitcajacych substanch
blalikowych. W zwigzku 2 powyzszym, Srodek dezynfekujgcy posiada odpowiednig skutecznosé
obdjczq wzgledem wirusa Vaccinla. -/-

' bdcﬁylenla od protokotu badania
lie stwisrdzono odchyleri od protokoly badania. 4 .
... Archiwizacja

Wazelka korespondencja, oryginainy egzemplarz raportu badawczego oraz dokumentacja
urowych danych zgromadzonych w trakcie badania (formularze i inne notatkl zawierajace surowe
ane, wydruki z aparatury | komputeréw) przechowywane sg w archiwum spétki Labor Dr. Merk &
legen GmbH oznaczone kodem 11131DE. -

polka Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH powinna zostaé poinformowana pisemnie, czy sponsor
badania Zyczy sobie oftrzymaé dokumentacie badania po zakoriczeniu okresu archiwizacji
'a{k_tualnie 15 lat). W przeciwnym wypadku wszelka dokumentacja i materialy mogq zostad
niszczone po uplywie okresu archiwizacji. -/~

Dystrybucja i ficzba egzemplarzy raportu
!,élbor Dr. Merk & Kollegen GmbH: 1 (Oryginat) /-
| 1 (Oryginat) -/

Za 2godnoseé z orvain
? Z Oryginaia:
: Krakow. dnia: =
y c | e e
. ECOLAB Sp.zoc.0. !
~31-323 Krakdw, ul. Gpolska 1GQ ’ 26. K ' 013
tel 12/261 51 00, fax 12/261 61 G1 L
" REGON 350577317 NIP 677-002-40-11 g |
. -F-)-da-‘;i.éﬂrokurmt. (ab. Sn-.z.m Qltv
r\_h»‘ﬂrr-v-n-., e
Raport analityczny dfa projektu ~ Data: 27 grudnia 2011 1. Strona 162 19
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AB Sp.zo.0.

sw, ul. Opolska 100
00, fax 12/261 61 01
77317 NIP 677-002~40-11

Za zgodnosc z oryginaie

Krakow. dnia:

$.45-9

mtqcznﬂt 1: Surowe dane dla bidjpi)apvasw

g érodka dezynfekujacego DE 12566-

ar

Rozcisficzenic, foghe
10* w w 10° 0 w? n* e
0000000 000000 0000000 000000 0000000 n.o. no. L]
e [ 0000000 0000000 0000000 no no. a
0000000 0000000 000c000 00g0000 o000 n.o. no. ¢
‘e 0000000 0000000 0000000 400000 no. no. o
atacony | aeseaas | 3ammsae | azows | 0330000 na, no. 052
DALY 4448444 31NN 0000000 ne. nas. o
4444444 2444404 BN Wmar 0101000 no, n.o. D48
Adancae pyrrnyi 3333292 0010200 1.0, ‘no. 838
0000000 | ©0OODONG | 00CDCCO | BODODOR | 00AG0D no. so. [
0000000 acabodt 0000000 0000000 0000300 ne no. q
oooono0 | boooooo | ooqooo | ooupoco | onoooco no. no. 2
0000006 | ©0coo00d | oogoooa | ©0G0O0D no. no, o
asanaes | sedaidd | amanss | ss:aema | 30cewe na. na, 0.8
stptad | aeauu | o2y | o2 | ooomoo na. ne. 048
waann | ataans | smmw | oczmm | tetoo00 a0, na. o
aassead | addase | dmasaas | azzeoze | ocBoot3 no. no, 036
Meatdd | a4eassq | 33aass | zaavs | ooooozo | 0000000 no. 020
danisay | adesass | a3amn | axsmae | oo2aooo | ooooooo no. 047
DOsB000 ao, a
BOT000% na. n2y
no. no. g
ne, na. /]
1003500 | 00000UO 028
Zzanzen | 2000000 048
0001000 | 0O0BACO 0,28
no. n.o, 48
no. 0.0. 48
XN 0o, -
Ra. n.o. )
No- na. [}
n.o, na. o'
na. no, .}
no. n.0. ]
na. ne. o
"o, no. ]
pre ne. no. 0.3
4442404 43042404 4444444 333333 2 2009000 na. n.o. o33
TeMAL | A6 ] asmen | s 100000 o, no. 228
Tz B000a00 000o0nD [ o Doo0een 00TCA0 no. o, ]
ooy 0a00o00 0050000 0aopocy 0000000 0000000 0.0 no. (]
oz | 000000 | U00D0O | 0O000OG | DOODOOC | OODDOOO na. ' a
zzzzzzz | oooooon | uoosooo | ooooowo | ooooooo | pemnooo ne. no, D
daesiad | deasses | ddtdess | mpaam | oz | ooomsee no. no 040
TRAAGA_ | asaddad T | S3Ssn | 0020333 | 0900000 © Lo, 7.0 038 |
Raport analityczny dia projekiu Data: 27 grudnia 2011 1. Strona 162 19
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]
o PYVYTPR RPTITTTRN RPPPPTPN 3333323 aapizz | ooooow aa. o 020
;;"m as4aeae Py [YPTrTh 333333 22220 0000000 no. ne. 020

0 sokund an. s | sasaaas | smmans | z22200m 0000006 | B0OOOD na. 0%

20 sekund ne. FYTYTTVRN EFYTIVIT 23332338 | 0202000 0000000 Ao, 0
. Daehuad no. AU | e 2333333 | 332232 | ooo2m0 | seaogon no, 04a
“spsand | no, PYYYIYT R ETTIVY 2333333 | 2233332 | 0020000 | 0000000 | no 02
nie oznaczono -/-

" nike wykrylo obecnosci wirusa / cylotoksycznosci -~
"wirus wykryty (1 - niskie CPE, 4 - wysokie CPE) -/
" éytotoksycznosé wykryta -/~

“ECOLAB.Sp.z0.0.
© 31-323 Krakow, ul. Opoliska 100

a1, 12/261 61 00, fax 12261 61 01
* REGON 350577317 NIP 577-002-40-11
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- Zalgcznik 2: Obliczanle | analiza statystyczna mian wiruséw
Obliczanle odchylenia standardowego:

Sn=fd’Y [(pi(1-pi¥n-1)]
Sm = odchylenie standardowe -/
'd = logarytmiceny stopieri rozcienczenia -~

p = obserwowana szybkos6 reakcjl -/-
n = liczha oznaczer -/- '

Obliczanie granic przedziaty ufnoscl 95%
Cosx = £ 2 Sp

Coasw= przedzial ufnosc? 85% -/~

Sm = odchylenie standardowe -/-

B C AR

Obliczanie wepélczynnika redukeji

RFry=a-b./-

RFr1 = wspdiczynnik redukeji w piarwsze| serfi analitycznej -/

a = logp TCIDso/m! w probee kontrolne] wirusa (pierwsza seria analityczna) /-

b = logso TCIDso/mi we wzmocnionej probee analityczne] (pierwsza seria analityczna) -/-

RSP AR e Rl e

Krerny = \II(:"-S;. )+ (25, .)2
Krrri) = granica przedziatu ufno$ci 95% dla wspéiczynnika redukgji -/-
8. = vdchylenie standardowe w prébce kontrolnej wirusa -~
8y = odchylenie standardowe we wzmocniongj probee analitycznej -/
28} = granica przedziatu ufnosci 95% we wzmocnionej prébee analitycznej -/-

Obliczanie éredniego wspdlczynnika redukeji | granicy przedzialy ufnoéci 95%
RFimiy = (RF7s + RFr2)i2

RF ey = Sredni wspolczynnik redukcji -/-

RFry = wepblczynnik redukcji w pierwsze) serii anali

ECOLRSBg® wepdiczynnik redukcji w drugie] serii anafity
;‘-323 Krakaw, ul. Opolzka 100

“12/261 61 00, fax 12/261 61 01
PR 2EGON 350577317 NIP 677-002-40-11

€] -/~ ..
%g 2godnosc z oryait s
N drkow dnia.

Raport analityczny dia projektu-
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' [Koniec dokumentt)

SRt . niniejszego dokument:]

L

’:_ i -5;‘_:"; ET e oY 4:«.4:" s bl e i : e '. S i

ECOLAB Sp.zo.0.
3 Krakow, ul. Opolska 100
/231 61 00, fax 12/261 61 01

ON 350577317 NIP §77-002-40-11

Raport analityczny dia projekiu
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 Karmy = % ‘\/(KRF(?‘U)E + (K grrn)’

Kren) = granica przedziaiu ufnodci 95% dla sredniego wspdiczynnika redukcji -/~
Kre(r) = granica przedziatu ufnosci 85% dia wepdiczynnika redukcii w pierwszej seril analitycznej -/~
Krrqra) = granica przedziatu ufnosci 95% dia wspétczynnika redukeji w drugiej serii analitycznej -

[na odwrocie pieczed w jezyku niemisckim, ktorej Humaczenie uwlerzytelnione jest dofgczone do

XIOOOUOOO00NN0OTOOBOOOGNOMXXXXXOOOXOBONONN0OC00000XCOBKXXXXXXIOONX

_Ja, iwona Gorczyca-Polus, Humacz przysiegly jezyka angielskiego, wpisana na liste Humaczy
-przysigglych prowadzong przez Ministra Sprawiediiwoéci pod numerem TP/19/10, poswiadczam
- zgodnoé¢ ninlejszego Humaczenia z okazenym mi dokumnentem oryginalnym,

Krakow, 27 lipca 2012 r., Nr Rep. §58/2012

Za zgodnos¢ z oryginaie:
Krakow, dnia;

); 2 6. KWI. 2”11/:{‘ ’

.........

‘pocpis  Prokurant

Data: 27 grudnia 2011 r. Strona 192 19
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Tlumaczenie uwierzytelnione z jezyka niemieckiego. |

vsza strond]

gtka:] Poswiadczony odpis

Rep. nr 72/2012

‘"“":}"‘ Lanhuoy RO SUIMGT T e

Za zgodnosé z oryginatern
Krakéw, dnia:

]

‘ 26 KWl 2013

. _ | |
- . ECOLAB sp.zo0.0. 1 fa
1-323 Krakodw, ul. Opolska 100 N i -_;}%Mﬂm

«1.-12/261 61 00, fax 12/261 61 01 passis’
SON 350577317 NIP 677-002-40-11 e
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Beglaubigte Abschrit DR.MERK & KO L LEGE!

@.g ROLLEGEN GMBH - Beim Brountand 1 - 88416 Qchsontaussn

p Deutschiand GmbH

Ochsenhausen, den 28.12.2011/ir

Expert's Investigation Report

| efficacy of the disinfectant DE12566-5.45-9 against the enveloped Vaccinia
1 investigated in a quantitative suspension test. The investigations were performed
iccording: the “Leitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bekémpfung der Virus-Krankheiten
8.V. (DVV) und des Robert Koch-Instituts" (August 2008).

_ isinfectant was tested as concentrated solution (resulting in a 80% dilution of
disinfectant in the test mixture) and 10% diluted solution in the absence and presence of
nterfering proteins (10% fetal calf serum) in the following exposure times: 15 and 30

‘ Vaccinia' virus was successfully inactivated by the undiluted disinfectant after 15 seconds
- exp time. Therefore a.virus titre reduction of at least 4 logse in the advised exposure
. time:Wwas demonstrated in the presence and absence of interfering proteins.

on the provisions of the “Leitlinie der DVV und des RKI" virucidal efficacy for a
ctant is shown by demonsirating a virus fitre reduction of at least 4 logse within the
‘axposure time. Therefore it can be recommended to use the disinfectant DE12566-

 for the inactivation of Vaccinia virus as follows:

Concentrated sol or nosgezcoonlllglga;en
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f.‘t._hi_'s study was to show the virucidal efficacy of the disinfectant DE12566-S.45-9
g to the “( eitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bekampfung der Virus-Krankheiten
‘N:tind des Robert Koch fnstituts® (August 2008). The tests were performed using the

accinia Virus.
uspension of the virus was incubated with the undiluted (resulting in a B0% dilution

ant in the test mixture) and 10% diluted disinfectant solution and inoculated on

f the Vero cell line. After 7 days the infected cells were checked for cytotoxic and
genic effects. if no cytopathogenic effects were visible, the virus has successfully

jnactivated by the disinfectant.

following validation steps were performed: _ _
Elé.ntiﬁcation of applicable infectious dose (virus titre) with the respective cell line
!qgntiﬁcation of disinfectant concentration tolerated by the respective cell line
dentification of disinfectant concentration which leaves the respective cell line
susceptible for Vaccinia virus infection
ositive virus inactivation control afte

formaldehyde
uccessful completion of the aforementioned validation steps, the antiviral activity of the
uted and 10% diluted disinfectant against Vaccinia virus was tested at a time interval of
nd 30 seconds in the presence and absence of interfering substance (10% fetal calf

serum). - '
The'present investigation demonstrates virucidal efficacy of the disinfecta

15 seconds contact time.
Based upon the provisions of the “ eitlinie der DVV und des RKI" (August 2008), virucidal
strating a virus titre reduction of at least 4 0G0

cy for a disinfectant is shown by demon
osure time. For the disinfectant DE12566-5.45-9 the required titre

strated after 15 seconds contact time in the
erefore, the disinfectant has adequate

r 5, 15, 30 and 60 minutes incubation with

nt DE12566-S.45-9

diiction of at least 4 logo could be demon
ence and absence of interfering proteins. Th

idal efficacy against Vaccinia virus.
mary results of the virus inactivation with the disinfectant DE12566-S.45-9 are presented
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> 4 logn
CRiees Lo TCIDsuImL (w:th MicroSpln
Concen- | Interfenng ot 910 ) redu:gggna;t:r |
__trgt_lgh' substance : TR " 7 fwith
REEdl fosec. : 300 | wicioSpiny
: Hz0 =250 £2.50 15 se¢
80%
FCS £2.50 £2.50 15 sec
10% H,O 6.50 6.64 Not successful
’ FCS 6.50 6.79 Not successful
H.0 <£2.50 <2.50 15 sec
80%
FCS $2.50 £2.50 15 sec
H.O 6.78 6.78 Not successful
10%
FCS 6.50 B5.64 Not successful
Hz0 n.a. 6.64 n.a.
n.a.
FCS n.a. 6.79 n.a.
HxO n.a. 6.54 n.a.
n.a.
FCS n.a. 664 n.a.

not applicable
"ot tested
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" Materials and Test ltems
: Media and Reagents -
‘Test medium to be used in this study wi

as DMEM medium supplemented with L-Glutamine and

{00’ iinits/m! penicillin and 130 pg/ml streptomycin.

DMEM (RM 143, lot # RNBBg332), 1

8230, 8383)

(lot #, 727243

ormaldehyde

Inverted microscope (Leitz, Wetziar,
Vortex (IKA, Staufen, Germany)

Centrifuge (Centrifug
Incubator, 37°C % 1° (Heraeus, Oste

Germany, Ch.B 395562)

L-Glutamine (RM 273, lot # M00609-2653),

A1 microbial laboratory equipment and, in
g6 well microtiter plates (Nunc, Wiesbaden,
pH-meter (accuracy of calibration of 0.1

MicroSpinTM S$400 HR columns (Amersham Biosciences

0 % fetal calf serum (RM 071,fot # 8390848), 1%
1% Pen./Strep stock solution (i-008, Tot #

Water, double distillated (ot # 121169349, RM-236)
(lot # 8407, RM-033)

, 879455, RM 184)

(lot # $60227-348, RM-0486)
Solution A (lot # 8381)
Solution B (lot # 8406)
(lot # SZBBO0GOV., RM-054)

particular, the following:
Germany)
H units at 25°C) (WTW, Weilheim, Germany)

Germany)

¢ 5415C, Eppendorf, Hamburg, Germany)

rode, Germany)
Europe GmbH, Freiburg,

: 3;5)1{\3 Sp. zo.0. -
o rg;«)w,-ul. Opolska 100
o 00, fax 12/261 61 g1
A ..:_t 577317 Nip 677-002-40«11
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Cells
‘Vero: Type: .
: Origin:

Application:

2. Viruses

Origin.

REGON 3505773

Cell system:

w, ul. O .*
tel. s
12/261 61 00, fax 12/26;36110?)1

17 NIP 677-002-40.11

:Test System (Celis and Viruses)

Kidney cells from African green monkeys

European Collection of Animal Cell Cultures {ECACC), Salisbury,
UK, Nr. 84113001

Cultivation of Vaccinia virus

The cells were kept as stock suspensions at ~196°C. The cells were cultivated at 37 + 1 °C
with 5 % CO,. The cells were regularly checked for the presence of Mycoplasmas.

Vaccinia Virus, strain Elstree

American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, USA, No.
VR-1549

Vero cells

Stock virus suspensions were kept frozen at —80°C. The stock viruses were multiplied in an
appropriate cell line to produce high titres of infectious viruses. The suspensions with cell
detritus were frozen and thawed two times. The cell detritus was then separated by low speed
centrifugation. Virus suspensions were stored at ~80°C.

Za zgodnos$é z orvai :
Krakow, dnia, ryginatem:
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£ Test tem
" ' The following raterial was investigated:

" Name of testitem: DE12566-5.45-9.
" Product description: Hand disinfectant
:.,'_I'.ot No.. . _ Unknown to the test facility

' Manufacturer:- Ecolab Deutschiand GmbH, Dusseldorf
Date of manufacturing: Unknown to the test facility

Sfability { Expiry date: Unknown fo the test facility
Purity / Composition per 100 g: 90.0 g Ethanol

pH value 6.4

Physical state / appearance: Clear liquid

Storage' conditions: Room temperature .

Reference item.
Not applicable -

Applicable Standards
The tests are performed according to the following standard:

o Leitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bekimpfung der Viruskrankheiten (DVWV) e.V. und
des Robert Koch Instituts (RKI) zur Prifung von chemischen Desinfektionsmitteln auf
Wirksamkeit gegen Viren in der Humanmedizin: Bundesgesundheitsbiatt Jahrgang 51,

Heft 8, August 2008, S. 936 - 945

Za.zgodnosc z orygina&érr.
Krakow, dnia: o

. 32E-COLAB‘ Sp.zo.0.
o 12/36};r6ak0w, tl. Opoiska 100
REGO._ i .1 00, fax 12/261 g1 o1
. N 3.;05_7731 7 Nip 677-002-40-11
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‘Test Methods
Preliminary Tests ‘ | | _ |
‘Identification of Applicable infectious Dose (Virus Titre) with the Respective Cell Line

. To determine the infectious dose of the used viruses 100 pt cell suspension of the Vero cell
" line in microtiter plates were inoculated with 100 pl per well of a logse serial dilution of the virus
" suspension in maintenance culture medium (7 reactants per dilution step). After 7 days the

“cells were checked for cytopathogenic effects (CPE) and the 50% infectious -endpoint
{TCIDso/mi) was determined. The viral infectivity titre was calculated according to the

Spaermann-Karber method:
' L‘Ogm TCiDgp = - (X0 — 0.5+ Zr/n)
Xo = logye of the lowest dilution step with 100% positive reaction

r = number of ali positive reactants of the lowest dilution step with 100% positive reaction
and all higher (positive) dilution steps :
n = number of reactants per dilution step

identification of Disinfectant Concentration Tolerated by the Respective Cell Line
(Cytotoxicity) '

To determine the cytotoxic effect of the disinfectant 2 parts H.0O of standardized hardness
were ‘mixed with 8 parts disinfectant. Further dilution steps were performed in maintenance
culture medium and were exposed to the cell cultures (100 ul per well). After an incubation
time of 7 days the cells were checked for cytotoxic effects. -

_ Identification of Disinfectant Concentration which Leaves the Respective Ceil Line
Susceptible for Vaccinia virus Infection

To demonstrate that the disinfectant did not affect cell morphology, growth or susceptibility for
the Vaccinia virus, Vero cells were treated with the non-toxic dilution of the disinfectant. As
negative control PBS instead of disinfectant was applied. Thereafter, the cells were exposed to
a serial dilution of the virus. After an incubation time of 7 days, the cells were checked for
cytotoxic and cytopathogenic effects (CPE) and the TCIDs/ml was determined. The
comparative virus titrations on PES treated cells and cells treated with disinfectant dilutions
should result in a difference < 1.0 logse of virus titre.

Positive Virus Inactivation Control with Formaldehyde

One part of the Vaccinia virus suspension was mixed with 4 parts of PBS and 5 parts of 1.4%
(wiv) formaidehyde. After contact times of 5, 15, 30 and 60 minutes the suspensions were
mixed and an aliquot was taken and serial diluted in ice-cold culture medium in the ice-bath.
Al dilutions were exposed (inoculum 100 pl for each well) to Vero cells. After 7 days
incubation at 37°C £ 1°C the cells were checked for CPE and the TCIDso/ml was determined.

The cytotoxicity of the formaldehyde solution was determined additionally: One part of 1.4%
(wiv) formaldehyde was added to one part PBS. This suspension was further diluted with
culture medium in an ice bath. Thereafter the dilutions were transferred into the wells of the
cell culture. After 7 days at 37°C £ 1°C the cells were checked for cytotoxic effects.

Test report Date: 27-December-2011 Page 10 of 19
of project # 11131DE Version # 1
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fést for Virucidal Efficacy |

Thé virucidal efficacy of the disinfectant was tested in the presence and absence of interfering
protein (10% fetal calf serum). At first, one part of interfering substance was mixed with 8 parts
he undiluted and 10% diluted disinfectant. To this mixture, 1 part of the virus suspension
s added, mixed and incubated by vortexing the sample for 15 and 30 seconds.

fter the incubation time, an aliquot was taken and the virucidal activity was immediately
uppressed by serial dilution steps with ice-cold culture medium. The dilutions were stored in
n ice bath until further processing.

t the end of collecting and diluting of the sample, all dilutions were transferred (100 pi for
ach well) into cell cuiture suspensions and incubated at 37°C + 1°C. After 7 days the cells
ere checked for CPE and TCIDs/ml was determined. The detectable titre reduction should
e at least 4 logie. -

. Furthermore, the infectivity of the test virus suspension was determined under test conditions
- but without exposure to the disinfectant at a contact time of 30 seconds. Instead of disinfectant

H>0 was applied.

,fln'\"és'ulis

_Validation Studies

“1dentification of Disinfectant Concentration Tolerated by the Respective Cell Line
(Cytotoxicity) S :

The test was performed according to chapter 3.1.2. with the Vero cell line. The disinfectant
" showed cytotoxic effects in the 1:100 dilution without microspin filtration. The Appendix
{ summaries raw data of the cytotoxicity testing.

5. ‘Identification of Disinfectants Concentration which Leaves the Respective Cell Line
Susceptible for Virus Infections

The test was performed according to chapter 3.1.3. The results showed, that the disinfectant
did not affect the susceptibility of the cells for the virus or the growth and morphology of the
cells. o

The results of the virus titre on untreated cells and cells treated with the disinfectant are shown
in Table 2. Raw data of these tests are summarized in the Appendix.

ECOLAB sp.zo.0.
31-323 Krakow, ul. Opolska 100
tel.12/261 61 Q0, fax 12/261 61 01
'REGON 350577317 NIP 677-002-40-11

" Test report Date: 27-December-2011 Page 11 of 19
of project # 11131DE Version # 1
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R

" Table 2: Virus Ti

tre of Untreated Celis and Cells Treated with DE12566-5.45-9

.ﬁi
e

o

4

Treatment of Vero cells with
PRS DE12566-S.45-9 DE12566-S.45-9
Dilution: 102H;0 | Dilution: 10%FCS
Vaccinia virus 7.79 7.64 21
Doyl 10 10 10°®

1 .3. Positive Virus Inactivation Contr
As a control of the test system
solution. The test was pe
inactivated by formaldehyde. After
> 3,14 logys could be demonstrated.

summarized in the Appendix.

ol after incu-bation with Formaldehyde =~
Vaccinia virus was inactivated by a 0.7%
rformed according fo

formaldehyde
chapter 3.1.4. The Vaccinia virus was -
60 minutes contact time a ftiter reduction ‘of -
Results are presented in Table 3. Raw data are

Table 3: Viriss Inactivation with Formaldehyde
Exposure time of the formaldehyde solution
: Virus control 5 min 15 min 30 min 60 min
Vaccinia virus 6,64 -6.36 5,64 4,21 .3.50
e oDm/ml 10%% | 10% 10 <10 <10
‘rg;“jcggﬁ ; 028logw | 1.00l0gis | 2243loguo | 2314 10gw
4.2 Test qu Virucidal Efficacy o
These tests were performed according to chapter 3.2. The virucidal activity of the disinfectant

DE12566-S.45
absence of interfering substance (10%
The present investigation demonstrate
After 15 seconds contact time, a titre

9 was tested after 15 and 30 seconds contact time in the presence and

fetal calf serum).

s virucidal efficacy
reduction of 2 4.00

of the disinfectant DE12566-S.45-9.
log4e could be demonstrated in the

presence and absence of interfering proteins.

Results of the assay run are show
Appendix.

ECCLAS Sp.zo.0.
31-323 Krakaw, ul. Opolska 100
tel. 12/2581 61 00, fax 12/261 61 01

REGON 350577317 NIP 677-002-40-11

rf n 2’@ d%so : data are presented In the
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i Table 4: Test for Vlrumdal Efficacy with Vaccmia virus in the absence of interfering proteins

' _ Vaccmra mrus \ﬁrus tltre reduction
Contact ttme I .-.['mesulml] ’(l‘cz‘)g:m) ;- n?uf:/u quf
o Os'ecr .10“"‘”'""“’g | -
Virus confrol. . - pee PTPCYD .
15 sec, with MicroSpin € 102%00 >4.14 £ 066
15 sec, without MicroSpin < 103500 23.14£ 066
30 sec, with MicroSpin < 10250+9 24.14 £ 066
30 sec, without MicroSpin g 1039020 >3.14+ 068
15 sec, with MicroSpin jgés0r0s2 0.14 £0.70
15 sec, without MicroSpin 1085020 0.14 £ 0.66
30 sec, with MicroSpin 100842048 0+066
30 sec, without MicroSpin 108782038 0% 0.59
0 sec 108500 -
30 sec 18842029 -
15 sec, with MicroSpin < 102%0#° 2414+ 041
15 sec, without MicroSpin < 102500 24.14 £ 0.41
30 sec, with MicroSpin < 102500 24.14 + 0.41
30 sec, without MicroSpin < 102500 24141041
, | 15 sec, with MicroSpin 108782038 0 £0.46
|| DE12566:S; 45.94' 1 15 sec, without MicroSpin [ ey 0.14 £ 0.49
0 10%,HO 30 sec, with MicroSpin 10878=0% 04046
30 sec, without MicroSpin 10878038 0 1 0.46

Mean tlter reductxon +95%
conf dence fimits

" with MicroSpin _

Virus inactivatior in the 80% solution after 15 sec |
|+ - Without MicreSpin -

24.14 £ 0.39

23.64+0.39

s e

ECOLAB Sp.z 0.0.

Za zgod ‘
goanosc z orygi ’
Krakow, dnia. ginatem!
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Table 5: Test for Virucidal Efficacy witlku Vaccinia virus in the presence of 10%' FCS
e e e | Ve e pedetion
| Contacttime . | YEEELANEE | (ogw) ¥ 95% cont.
R T R T D ” Gl limits s
0 sec 40864029 ' _
30 sec 10879t 0.37 _
15 sec, with MicroSpin < 102500 >4.29 + 0.52
15 sec, without MicroSpin | s 10%%*° 23.29 + 052
30 sec, with MicroSpin < 102800 2429052
30 sec, without MicroSpin g 1038050 23.20+ 052
15 sec, with MicroSpin 108500 0.29 + 0.52
g | 15 sec, without MicroSpin | 10°70*%% 0+ 0.52
S0 30 sec, with MicroSpin IR TaEsS 0+ 052
30 sec, without MicroSpin 18842028 0.15 £ 0.47
0 sec 10-6.93 % 0.46 : -
30 sec 10-5.34 +0.29 -
15 sec, with MicroSpin £ 102900 24.14 £ 041
15 sec, without MicroSpin < 10%%0%0 24.14 £ 0.41
4 30 sec, with MicroSpin < 102800 24.14 1 0.41
1 30 sec, without MicroSpin < 102500 24.14 £ 0.41
15 sec, with MicroSpin 1850040 0.14 + 0.49
| 15 sec, without MicroSpin | 10897 *0% 0.57 +0.46
30 sec, with MicroSpin 10084202 0041
30 sec, without MicroSpin 1(8362028 0.28 + 0.41
st ‘ I Virus inactivation in the 80% solition after 15 sec |
‘Mean titer reduction +95% I e e e e
" corifidence limifs - . iwith MicraBeln Phos MigToSPI
SNEn e o S LR 24221033 23.72+0.33

efficacy for a disinfectant is shown by demons

Based upon the provisions of the “Leitlinie der DVV und des RKI” (August 2008), virucidal
trating a virus titre reduction of at least.4 logqo
within the advised exposure time. For the disinfectant DE12566-S.45-9 the required titre
reduction of at least 4 logi, could be demonstrated after 15 seconds contact time in the
presence and absence of interfering proteins. Therefore, the disinfectant has adequate
virucidal efficacy against Vaccinia virus.

Test report
of project # 11131DE

Date: 27-December-2011
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Deviations from the Study Protocol
There were no deviations from the study protocol.

Archiving

All correspondence, an original copy of the test report and a documentation of all raw data
generated during the conduct of the study (documentation forms as well as any other notes of
raw data, printouts of instruments and computers) are stored under the register number
11131DE in the archives of the Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH.

If the sponsor requests the study file at the end of the archiving period (at present 15 years),
Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH needs to be instructed in writing by the sponsor, Otherwise
all documents and materials may be destroyed at the end of the archiving period.

Distribution and Number of Reports

Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH: 1 (Original)
Sponsor: 1 {Original)

74 zgodnost z oryginate:
Krakow, dnia.

REGON 350577317

NIP 677-002-10-11

Test feport Date: 27-December-2011 ' Page 15 of 19
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Kppendix 1:  Raw Data for Tests with DE12566-5.45-9

3 Ditution l0ga
Product Ex
soncentration 5:..5: = 95";:
Interfering | (sectmin) 10" 10* 10° 10* 10* 10°¢ 107 100 | Sonce
proteins ence
| timit
et i | 22223 | 0000000 | 0000000 0000000 | 0000DCO | 0000000 |  n.d. n.d. 0
- 15560 | zzzezz | zzzazz | 0000000 | 0000000 | 0ODODOD | D00OCO nd. nd. 0
5.45-9, 80%, '
H.0 yoDses | zzzzazz | 0000000 | 0000000 | 0000DCO | 0000DOO | 0000OCD nd. nd 0
i N fﬁ?c?:g}: | zzzzzz | zzzzazz | ooo0oc | ooooo0o | 0000000 | 0000000 nd. nd. 0
- S | 44deaen | 4s4a4aa | 4aaddaq | 3033333 3220203 | 0330000 | nd. nd 0.52
DEI2565. | @y | 4444444 | 44aa4a4 | 44adaad | 3330330 3222222 | ooogooo [ nd. nd. 0
5.45-9, 10%,
H0 . I'a?cf:;;ﬁn aaaa444 | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 2032222 | 0101000 | nd. nd. 0.46
f‘ 2 :n?c?oegbin 4444444 | 4444444 | 4444244 | 3333333 | 2222222 | 0010200 | nd. nd 0.36
> dSises 0000000 | 0000000 | 00D00CO | 0000000 | 0000000 d d 0
" MlcroSpln 2222277 n.a. n.g.
DE2566 | @hei | ZZz | 0000000 | 0000000 | 0000000 | 0000000 0000000 [ nd. nd. 0
5.45-9, 80%,
HzO R a:i%r?s"pin sr2zzzz | 0000000 | 00000CO | 0O0000O | 0000000 | 00000 nd. nd. 0
3 %?c?;?;,i | zzzzz2z | 0000000 | 0000000 | 0000000 | 0000000 0000000 | nd. nd. 0
. Gi{i‘*gpin 4444444 | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 3332233 | 3000300 | nd. nd. | 038
DEi2566- | @ ;nsi:rg;-pin 4444444 | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 3310122 | 0000100 | nd. n.d. 0.40
§.45-9, 10%.
H:0 3056, | 4444444 | 4424444 | 4444444 | 3333333 | 0222222 | 1010000 | nd nd 0.36
+ MicroSpin o - ’
pllsec |z | ssssssa | 4dadass | 3353033 3222222 | 0000013 | n.d. nd | 036
Virus control 0 sec | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 2323333 | 0000020 | 0000000 | nd | 029
H0 30 sec o | 444aa4a | 4444444 | 3333333 | 3233330 | 0023000 | 0000000 | nd. | 047
FP— 0 sec 5| 4444444 | 4444444 | 3333333 | 3222223 | 0000000 | 0000000 | nd. 0
H0 3osec | nd nd. | 4444444 | 3333333 | 3222123 | 0020000 | 0000000 | n.d. 0.29
Cyitoxicly | +MicroSpin | zzzzzzz | 0000000 | 0000000 | 0000000 | 0000000 | 0000000 1 na nd. 0
Cytotoxicity | @ MioroSpin | zzzzzzz | zz2zzzz | 0UUOODO | 0000000 | 0000000 | 0000000 | nd. n.d. 0
Test report Date: 27-December-2011 Page 16 of 19
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ll)llllll"ll btz

{ Ainterference ) M —— i L Crel
;;c;nm . n.d. nd. | 4444444 ! 4444444 | 3333333 | 3333333 | 1003000 | 0000000 |
B ilnte'ference ] P R
£ DE12566- - nd. nd. | 4444444 | 4444444 | 3333334 | 3333333 | 2230300 | 2000000 .
. 5.45-8 FCS
i ¥interference B
§ DE12566- - nd. nd | 4444444 | 2444444 | 3333333 | 3332333 | 0001000 | 0O00OOD | 0.28
4 §.45-9 HO
B z 5 min 2222277 | zzzEzer | 4444444 | 3333322 | 0222220 | 0020000 | nd. nd. 0.46
g,:oma,dehyd 15 min zzm | zzue 2222222 | 2222022 0000022 | 0000000 n.d. nd. 0.46
; 0,7% 30 min zzorezz | zzzzzzz | 2110011 | 0000000 ;| 0000000 0000000 nd. nd. | 0386
1  eomin zzzzz7z | zzzzzzz | OD0OOOO | 0OOOGOC | 0OOOOO | 0000000 [  nd. nd. 0
_Cytotoxicity - 272272 | zzzz22z | 0000000 | 000O00O | DOOOOGO | OOOOGOG | nd. n.d. 0
16 sec
+ Mictospin | T2 0000000 | 0O0COCO | ©000C00 | ©DODOCO | 0000000 |  nd. nd. 0
15 sec,
OE12566- @ MicroSpin | 2227 | 2z 0000000 | DOODOOO | 0OO0ODO | 0000000 |  nd. nd. 0
' 5.45-9, 80%, P
FCs sec
+ Microspin | 22 ooooooo | cococoo | oooocoo | 0000000 | 0000000 {  n.d. n.d. 0
30 sec,
@ Micrasin | 22525 | 222z £000000 | 00DOOOO | 0000CCO | 0000000 | nd. nd. o
15 sec -
+MioroSpin | 4444444 4444444 | 4444444 3333333‘ 2222222 | 0000000 nd. nd. 0
15 see, ‘
DE12566- & MicroSpin 4444444 | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 3322223 | 0000202 n.d. nd. 0.26
$.45-8, 10%, p -
FCS sec,
+ MicroSpin 4444444 | 4444444 | 2444444 | 3333333 | 3322222 | 2001000 n.d. nd. 0.36
30 sec, "
& MicroSpin 4444444 | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 2222222 | 0100000 nd. n.g. 0.29
15 sec
+Microspin | 2% 0000000 | 0000000 | 00CDOOO | 00D000C | 0000000 |  nd. nd. o
? 15 sec,
+3%|  pe12ses- o MioroSpin | 2% 0000000 | 0GO0000 | 0CODCOO | 0000000 | 0000000 |  ad. nd. 0
z] S.45-9, 80%, ”
e FCS sec
% «Microspin | 22222 oooooo0 | oncoooo | 6000000 | 0000000 | 0000000 |  nd. nd. (]
i
2 30 sac,
2 @ MicroSpin | 2% 0000000 | 0000000 | COCOCOD | DOGOOCG | OOODOOD nd. nd.
i 15 sec
é + MieroSpin 4444444 | 4444444 4444444: 3333333 | 2023322 | 0000300 nd. nd.
& 15 sec,
g DE42566- @ MicroSpin | 4444444 Adaa444 | 4444444 | 3333333 | 0020333 | 0000000 nd. nd.
3 | S5.45-9,10%, P
& FCS sec,
{‘f; +MicroSpin | 4444444 4444444 | 4444444 | 3333333 | 3322122 | 0000010 nd. nd.
"' 30 sac,
g @ MioroSpin | 4444444 4444444 | 4444444 | 3333333 | 2222220 | 0000000 n.d. n.d.
-5..._ N
|
%5
‘g,. :
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d = fogarithm of dilution step
p: = observed reaction rate
n = number of determinations -

. Calculation of the 95% confidence limits

Cosn =128y

Casy, = 95% confidence limit
Sn = standard deviation

Calculation of the reduction factor

RFT1 =a-b
RF = reduction factor of the first test run
a = logsp TCIDso/ml in the virus control {first test run)
= logo TCIDso /ml in the spiked test item (first test fun)

Krrery = \ﬁzsa)z +(2S,)

Krrry) = 95% confidence limit of the reduction factor
S, = standard deviation in the virus control

S, = standard deviation in the spiked test item

25, = 95% confidence limit in the spiced test item

ia igodnosc z orygirymem .
rakdw
AB Sp.zo.0 [-————-E-—»_ma SR L A B O
éw, ul. Opolska 100 &
4100, fax 121261 61 01 | 26 Kw 2013 [ DR.MERK KOLLEGE
‘377”:17 NIP 677-002-40-11 i -

2 }
%‘ms control 0sec nd. | 4444444 4444444 | 3333333 | 2222033 | 0000000 | 0000000 |  n.d. 0.29
T FCS 30 sec nd. | 4444444 ] 4444444 | 3333333 | 2222222 | 0202000 | 000000C | n.d. 0.37
i‘/‘,f“‘-" control 0 sec ad. | 4444444 | 4444444 1 3333333 | 3323232 | 0002100 | 3000000 | nd. 0.46
;P FCS 30 sec nd. | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 2233332 | 0020000 | 0000000 | n.d. 0.29
-

n.d. not determined

0 no virus / no cytotoxicity detectable

1-4 virus delectable (1 = weak CPE, 4 = strong CPE)

z Cytotoxicity delectable
Append:x 2. Calculation and Statistical Analysis of Viral Titres
E_Calculation of the standard deviation:

= J&*Y [i(1-pidn-D]
S = standard deviation

0 A A o e i

g s

Test report
of project # 11131DE

Date: 27-December-2011
Version # 1

Page 18 of 18



EE “""’1 A B s

Calculat:on of the average reduction factor and the 95% conf‘dence Iumlt-'} IR
RF(mi) = (RF-N + RF)/2 RN A
RFm = average reduction factor

RFpq = reductlon factor of the first test run
RF2 = reductlon factor of the second test run

£
;
i
H
i Ky = % \RK mrn)z +(KR,.-(;-2,)2
Ké.:(:.;;f‘-'-‘-:gs%"éonﬁdence limit of the average reduction factor
Kareriy = 95% confidence limit of the first test run

KRFm, 95% confidence limit of the second test run

..-".Ilv-.mﬁ'hfx..‘\\‘.‘ﬁ.u:-""?:n'&—‘;%i—,..i‘-,;i.‘ A i
: R s U ST AR

et s S R

s <--.-‘-;~$. o

SRR e

ERER L

s

Za zgodnosc z orygmatee
Krakow dma

125 ’\{“ - .‘
| -;,.'.'..'..' ...... o AWt Mﬁgﬁ:c’

C4sa

R e e

i ECOLAB Sp. zo.0.
b 31-323 Krakow, ul. Opolska 100
tal.12/261 61 00, fax 12/261 61 01
REGON 350577317 NIP 677-002-40-11

Page 1901 19

Test report Date: 27—December—2011 e
Verslon#1 NIRRT

of project # 11131DE

LI T

Ay



[bereinstimmung vorstehencer
I[i}gsg!:'?fiemit der mir vorliegenden. ...
Urschrift e

—

oryginajer

Za zgodnogc »
Krakéw. dnia

ECOLAB sp. z 0.0.
31-323 Krakow, ul, Opolska 100
tel. 12/261 61 00, fax 12/261 61.01
REGON 350577317 Nip 677-002-40-11




		2024-02-23T01:51:23+0100




