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EKSPERTYZA

Niniejsza ekspertyza zostala sporzadzona w oparciu o sprawozdanie z badania nr E13ML1497B
(IF-13345-35-6) z dnia 29 marca 2013 r.

Skuteczno$¢ srodka dezynfekcyjnego Citroclorex 2% MD firmy Ecolab Deutschland GmbH
w inaktywacji wirusa wirusowej biegunki bydta (BVDV), szczep NADL, oceniono na podstawie
ilosciowych testow zawiesinowych, zgodnie z wytycznymi Niemieckiego Towarzystwa Kontroli
Choréb Wirusowych (niem. Deutsche Vereinigung zur Bekdmpfung der Viruskrankheiten e.V., DVV)
oraz Instytutu im. Roberta Kocha (niem. Robert Koch-Institut, RKI).

Ze wzgledu na brak modelu zwierzecego lub systemu kultur komérkowych do hodowli wirusa BVDV
w badaniu wykorzystano modelowy wirus zapalenia watroby typu C (HCV). Na podstawie wynikow
testow przeprowadzonych dla wirusa modelowego mozna opracowaé zalecenia dotyczace
inaktywacji wirusa HCV przez srodek dezynfekcyjny.

Zgodnie z metodg zawiesinowg $rodek dezynfekcyjny lub jego roztwor o okreslonym stezeniu
wykazuje dziatanie inaktywujace wirus, jezeli podczas kontaktu o zalecanym czasie trwania miano
wirusa zostanie zredukowane o 2 4 logyy (inaktywacja na poziomie z 99,99%).

Srodek Citroclorex 2% MD poddano badaniu w postaci nierozciericzonej (80,0%) w temperaturze
20°C. Czas kontaktu wynosit 15 i 30 sekund. W przypadku czasu kontaktu réwnego 30 sekund
stwierdzono, ze miano wirusa zostalo zredukowane o ponad 4 logsy. W zwigzku z powyzszym

wykazano wystarczajgcg skutecznosc dziatania wobec wirusa BVDV w nastepujgcy sposob:

srodek dezynfekcyjny nierozcieniczony, czas kontaktu: 30 sekund
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IF-13345-35-6

Wirus testowy: wirus wirusowej biegunki bydta (BVDV) (wirus modelowy: HCV)
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Metoda: zgodnie z wytycznymi DVV i RKI (z dnia 1 sierpnia 2008 r.)
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1. Laboratorium badawcze

MikroLab GmbH, Norderoog 2, D-28259 Bremen

2. Dane identyfikacyjne probki

Nazwa produktu IF-13345-35-6

Producent Esoform Manufacturing S.r.l., Wiochy
Zastosowanie dezynfekcja powierzchni

Nr partii 120074

Termin trwatosci: —

Data produkg;ji 10 stycznia 2013 r.

62,0% izopropanol

Substaricie iich stezenls w1009 | 5 5o, diglukenian chiorheksydyny

przezroczysty, bezbarwny roztwor

roslEe RN TZEpaeh zapach charakterystyczny dla produktu

Odczyn pH (w wodzie twardej) nierozcienczony: 7,27 (20°C)

w temperaturze pokojowej, bez dostepu $wiatta
Warunki przechowywania (pomieszczenie dostepne tylko dla osdb
upowaznionych)

Data dostarczenia do laboratorium | 21 stycznia 2013 r.

3. Materialy

3.1 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% roztwor 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)

3.2 Wirus i komorki
Wirus BVDV, szczep NADL (VR-534), uzyskano od dr Stephanie Bendtfeld z Instytutu Wirusologii przy

Szkole

Medycyny Weterynaryjnej w Hanowerze (Tierarztliche Hochschule, D-30559 Hanower). Przed

przystgpieniem do oznaczenia skuteczno$ci inaktywacji przygotowano jeden pasaz wirusa

w pierwotnych komérkach nerki bydfa oraz pie¢ pasazy w komérkach KOP-R (komérki pierwotne

Z jamy

ustno-gardtowej bydta). Komdrki KOP-R uzyskano z Instytutu im. Friedricha Léfflera,
ECOLAB sp.z 0.0,
31-323 Krakaw, ul. Opolska 100
tel. 12/261 61 00, fax 12/261 61 01
REGON 350577317 NIP 677-002-40-11
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Panstwowego Instytutu Badan nad Zdrowiem Zwierzgt (Bundesforschungsinstitut fir Tiergesundheit,
wczesnie]: Bundesforschungsanstalt fur Viruskrankheiten der Tiere, Isle of Riems) (dr R. Riebe, nr
katalogowy RIE 244). W oznaczeniu skutecznosci inaktywacji wykorzystano komdrki ekl (komorki
embrionalne z bydlecej tkanki ptucnej). Komérki te uzyskano od pani A. Kyas (Henkel KGaA, D-40191
Duisseldorf).

3.3 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)
— wirdwka 5804 R (Eppendorf AG)
— faznia wodna (JULABO, Julabo U 3)
— pipety o regulowane;j i statej objetosci (Eppendorf AG)
— Transferpettor® (Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Niemcy)
— 96-dotkowa piytka polistyrenowa do mikromiareczkowania (Nunc GmbH & Co. KG,
Wiesbaden, Niemcy)
— kolby do hodowli komérek (Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Niemcy)
- szczelnie zamykane probowki (Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht, Niemcy)
— kolumny MicroSpin™ S-400 HR (GE Healthcare, D-79021 Freiburg, Niemcy) -

ECOLAB sp. zo.0. 5 B S0y

31-323 Krakdw, ul. Opolska 100 ZA ZGOIRNTDSO
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4. Warunki doswiadczalne

Temperatura podczas analizy 20°C + 0,5°C

nierozcienczony (80,0%), roztwory 50,0%

Stezenie analizowanego produktu i10,0% (zakres nieaktywny)

Czas kontaktu 15 30 sekund

Substancja interferujgca ptodowa surowica cieleca (FCS)

Procedura zahamowania dziatania

srodka dezynfekcyjnego natychmiastowe rozcieficzenie i filtracja zelowa

Rozcienczalnik woda o standardowej twardosci
Szczep wirusa wirus BVDV, szczep NADL
Przedziat czasowy badania 21 stycznia 2013 r. — 29 marca 2013 r.
Data zakonczenia badania 29 marca 2013 r.

5. Metody

5.1 Przygotowanie zawiesiny wirusa testowego

W celu przygotowania zawiesiny wirusa testowego komérki KOP-R, hodowane na podiozu MEM
Eagle'a (EMEM) z dodatkiem L-glutaminy, pirogronianu sodu oraz 10% lub 2% ptodowej surowicy
cielgcej (FCS), zainfekowano wirusem BVDV (podstawowa zawiesina wirusa). Bezposrednio po
stwierdzeniu statego efektu cytopatycznego komorki poddano gwattownemu zamrazaniu/rozmrazaniu.
Nastepnie zastosowano odwirowanie przy niskiej predkosci (10 min i 1000 x g) w celu oddzielenia
pozostatosci komdrkowych. Po  pobraniu  podwielokrotnosci zawiesine wirusa testowego

przechowywano w temperaturze -80°C.

5.2 Przygotowanie rozcieniczen srodka dezynfekcyjnego

Ocene przeprowadzono dla produktu bedgcego przedmiotem badania w postaci nierozcienczonej.
W wyniku dodania zawiesiny wirusa testowego i substancji interferujgcej uzyskano roztwor o stezeniu
80,0%. Dodatkowo ocene przeprowadzono dia roztworéw produktu o stezeniu 50,0% i 10,0%.
Wartosci stezen przemnozone przez wspétczynnik 1,25 w celu uwzglednienia dodatku zawiesiny
wirusa testowego i substancji interferujace;.

Powyzsze roztwory przygotowano w wodzie o standardowej twardosci bezposrednio przed

wykonaniem testow skutecznoéci inaktywacji.

ECOLAB sp. 7 0.0. 7%, 08> 20/3
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5.3 Oznaczenie skutecznosci inaktywacji i kontrola

Testy przeprowadzono zgodnie z wytycznymi DVV i RKI [1]. Srodek dezynfekcyjny zmieszano
z zawiesing wirusa testowego i woda dwukrotnie destylowang w stosunku objetosciowym 8:1:1.
W testach z dodatkiem substancji interferujacej dodano ptodowg surowice cielecg zamiast wody
dwukrotnie destylowanej. Bezposrednio po uplywie czasu kontaktu dziatanie srodka dezynfekcyjnego
zahamowano metodg rozcienczen seryjnych.

Poniewaz cytotoksyczno$¢ uniemozliwita oznaczenie redukcji infekcyjnosci resztkowej miana wirusa
dla czterech etapdéw rozcienczen o log10, wykorzystano gotowe do uzycia kolumny MicroSpin™ S-400
HR (GE Healthcare, D-79021 Freiburg, Niemcy) w celu oddzielenia czynnikéw cytotoksycznych
zgodnie z instrukcjami producenta, z dodatkiem 0,5% roztworu BSA przed obcigzeniem. Wykonano

rowniez kontrole wirusa bez uzycia kolumn.

Aby zapewni¢ wiekszg swobode manipulowania oraz ze wzgledu na ograniczong ilo§¢ zawiesiny
wirusa testowego oznaczenie dziatania skutecznosci inaktywacji przeprowadzono dla nastepujgcych
objetosci: 0,1 mi zawiesiny wirusa testowego, 0,1 ml substancji interferujacej oraz 0,8 ml badanego

produktu.

Kontrole wirusa przeprowadzono po najdiuzszym czasie kontaktu. Zawiesine wirusa testowego
zmieszano z wodg dwukrotnie destylowang w stosunku objetosciowym 1:9 lub z ptodowg surowicg

cieleca i wodg dwukrotnie destylowang w stosunku objetosciowym 1:1:8.

Kontrole przeprowadzono z uzyciem zawiesiny wirusa testowego, PBS (0,1 M, pH = 7,0} i 1,4%

roztworu formaldehydu w stosunku objetosciowym 1:4.:5. Czas kontaktu wynosit 5, 15 i 30 minut.

W celu ustalenia cytotoksycznosci srodka dezynfekcyjnego wode dwukrotnie destylowang zmieszano
ze srodkiem dezynfekcyjnym w stosunku objetosciowym 2:8, rozcienczono silnie schiodzong pozywkg
EMEM i zaszczepiono na komorkach tolerancyjnych. Wartosci podano w jednostkach logqCDsg/ml

(analogicznie do logp TCIDsg/ml).

W celu kontroli czutosci komorek na dziatanie wirusa zmieszano dwie objetosci wody dwukrotnie
destylowanej lub odpowiednio jedng objeto$¢ wody dwukrotnie destylowanej i jedng objetos¢ FCS
z oSmioma objetosciami Srodka dezynfekcyjnego (kontrola wobec PBS). 125 pl takiej mieszaniny
umieszczono na kolumnach MicroSpin™ S-400 HR, odwirowano i rozcienczono. Tak przygotowane
rozcienczenia dodano do dotkow na plytce do mikromiareczkowania z wykonang monowarstwg

komérek ekl. Po uptywie 1 godziny wykonano miareczkowanie poréwnawcze wirusa na komérkach
Ig, O~ &rg

przygotowanych w taki sposob lub komorkach tylko przemytych PBS. ZA. . ZGODNOSE
ECOLAB sp.zo.0. = P i
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Testy skutecznosci inaktywacji przeprowadzono w probdwkach ze szczelnym zamknigciem, w fazni
wodnej w temperaturze 20°C £ 0,5°C. Podwielokrotnosci zachowano po uptywie odpowiedniego czasu

kontaktu i oznaczono poziom infekcyjnosci resztkowej.

W ramach skutecznoséci inaktywacji przeprowadzono dwie niezalezne serie testow (w dwoch réznych

terminach).

Badanie nie obejmowato Kkontroli skutecznosci zahamowania dziatania $rodka dezynfekcyjnego,

poniewaz rozcienczenia przygotowywano bezposrednio po uptywie czasu kontaktu.

5.4 Oznaczenie infekcyjnosci

Poziom infekcyjnosci oznaczono metodg miareczkowania rozciericzenia do punktu korncowego
z zastosowaniem procedury mikromiareczkowania. W tym celu probki rozcienczono silnie schiodzona
pozywkg EMEM i 100 ul kazdego rozcienczenia umieszczono w 8 dotkach sterylnej ptaskodennej
ptytki polistyrenowej do mikromiareczkowania. Dzier wczesniej dodano do ptytek 100 ul komorek ekl.
Zawiesine wyréwnano do stezenia ok. 10-15 x 10° komorek/dotek. Inkubacja byta prowadzona
w temperaturze 37°C w atmosferze CO; (stezenie CO,: 5,0%). Na koniec hodowle obserwowano pod
katem efektéw cytopatycznych przez dziesie¢ dni od momentu inokulacji. Dawka infekcyjna (TCIDsgp)
(95% przedziat ufnosci) zostata obliczona z zastosowaniem metody Spearmana (2) i Kérbera (3) na

podstawie nastepujgcego wzoru:

- |0910TC|D50 = XQ + 0,5 —2r/n

gdzie:

Xo = logy najnizszego rozcienczenia z 100% dodatnig reakcja

r = liczba dodatnich oznaczen dla etapu najnizszego rozcienczenia z 100% dodatnig reakcjg i
dla wszystkich wyzszych rozcienczen

n = liczba oznaczen dla kazdego etapu rozcienczenia

5.5 Obliczenia i weryfikacja dziatania wirusobojczego

Dziatanie wirusobojcze badanego $rodka dezynfekcyjnego oceniono na podstawie obliczonego
poziomu redukcji miana wirusa w porownaniu do wyniku miareczkowania kontrolnego bez dodatku
srodka dezynfekcyjnego (kontrola wirusa). Réznica zostata podana jako wspotczynnik redukcyjny

(RF).
ECOLAR Sp.zo.0.
31-323 Krakdw, ul. Opoleka 100
tel. 17/2C1 61 00, fax 12/261 61 01
REGON 350577317 NIP 677-002-40-11
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Zgodnie z wytycznymi (Leitlinie) DVV i RKI srodek dezynfekcyjny lub jego roztwér o okreslonym
stezeniu wykazuje dziatanie inaktywujace wirus, jezeli w zalecanym czasie kontaktu miano wirusa

zostanie zredukowane o co najmniej rzgd wielkosci rowny 4 logq (inaktywacja na poziomie = 99,99%).

6. Wyniki
6.1 Oznaczenie cytotoksycznosci

Rownolegle z testami skutecznosci inaktywacji oznaczono cytotoksyczno$¢ produktu IF-13345-35-6
(80,0%, 50,0% i 10,0%) i 0,7% roztworu formaldehydu.

Roztwoér formaldehydu wykazywat toksyczne dziatanie wobec komérek ekl w rozcienczeniu 11000, co
odpowiada wartosci log1y;CDsg/ml rownej 4,50 (Tabela 1).

Badanie pokazato réwniez, ze produkt IF-13345-35-6 wykazuje dziatanie toksyczne odpowiednio na
poziomie wartosci log.CDse/ml rownej 4,50 (80,0% i 50,0%) oraz 3,5 (10,0%). Po zastosowaniu
kolumn poziom cytotoksycznosci 50,0% ulegt zmniejszeniu do 3,50 log1oCDse/ml (Tabela 1).
Oznaczenie cytotoksycznosci jest obowigzkowe, poniewaz w ten sposéb mozna ustalic dolny prog

detekcji wirusa BVDYV, ktory nie zostat inaktywowany.

6.2 Dziatanie inaktywujace wirus — kontrola na bazie formaldehydu

Formaldehyd (0,7%) spowodowat zmniejszenie miana wirusa BVDV po 5 i 15 minutach o 1,50 + 0,44
oraz = 2,00 £ 0,58 logqp. Wspotczynnik redukeyjny po 30 i 60 minutach wynosit = 2,50 = 0,31 oraz
(Tabela 3).

6.3 Dzialanie inaktywujace wirus — srodek dezynfekcyjny

Wyniki testow skutecznosci inaktywacji podano w Tabelach 2 — 7 (dane pierwotne podano
w Zatgczniku). Produkt IF-13345-35-6 poddano badaniu w postaci nierozcieniczonej (80,0%) oraz
w postaci 50,0% i 10,0% roztworéw. W przeprowadzonych testach czas kontaktu wynosit 16 i 30

sekund.

Produkt IF-13345-35-6 w postaci nierozcieficzonej (80,0%) wykazywat dziatanie inaktywujgce wirus
BVDV w ciggu 15 sekund od poczatku czasu kontaktu. Wspofczynniki redukcyjne wynosity = 4,00 +
0,25 (warunki czyste) oraz = 3,75 + 0,34 (z dodatkiem FCS) (Tabela 2). Ze wzgledu na

cytotoksyczno$¢ w badaniu nie mozna byto wykazaé redukcji miana wirusa o rzad wielkosci rowny 4

logo.

W testach przeprowadzonych dia produktu IF-13345-35-6 w postaci 50,0% roztworu stwierdzono, ze
produkt dziala w ciggu 15 sekund. Wspotczynniki redukcyjne wynosity odpowiednio = 3,256 + 0,31

(warunki czyste) i = 3,75 £ 0,34 (warunki brudne) (Tabele 3 i 4). Nie wykryto rezydualnej obecnosci
‘ 1%, O RS
e ECOLAB sp. 2 0.0. ZA 'ZGQDNUSC
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Po zastosowaniu kolumn wspotczynniki redukcyjne wynosity odpowiednio = 4,25 + 0,23 124,25 + 0,23
(warunki czyste) oraz = 4,63 + 0,32 i =2 4,00 + 0,00 (warunki brudne) (Tabele 5 i ) po czasie inkubacji
rownym 30 sekund. Wartosci Srednie wynosity 2 4,25 + 0,16 (warunki czyste) oraz =z 4,32 = 0,16
(warunki brudne). Powyzsze wartosci srednie odpowiadajg inaktywacji na poziomie = 99,99%.

Roztwér 10,0% nie spowodowat redukcji miana wirusa w czasie kontaktu rownym 30 sekund
w obecnosci FCS (Tabela 7).

M

dr J. Steinmann
Dyrektor ds. Naukowych i Technicznych MikroLab GmbH
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7.  Kontrola jakosci

Odpowiednig jako$¢ wynikéw zapewniono poprzez wykonanie oznaczenia dziatania wirusobojczego

srodka dezynfekcyjnego zgodnie z przepisami dotyczacymi Dobrej Praktyki Laboratoryjne;:

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.); publikacje OECD dotyczgce ochrony srodowiska
i BHP, seria poswiecona tematyce Zasad Dobrej Praktyki Laboratoryjnej i Monitorowania
Zgodnosci — Nr 1, Dyrekcja ds. Srodowiska, Organizacja Wspotpracy Gospodarczej
i Rozwoju (OECD), Paryz 1998.

Wiarygodno$¢ wynikow zostata dodatkowo potwierdzona w oparciu o probki kontrolne wprowadzone

w oznaczeniu dziatania dezaktywujacego wirus.

8. Dokumentacja
Wszelkie dane uzyskane w toku badania, protokét badania i ewentualne zmiany, sprawozdanie
koncowe oraz korespondencja pomiedzy MikroLab GmbH i zleceniodawcg bedg przechowywane

w archiwum spoétki MikroLab GmbH.

Zabrania sie wykorzystywaé nazwe i logo spotki MikroLab GmbH lub inne o$wiadczenia spotki
MikroLab GmbH, z wyjatkiem rozpowszechniania niniejszego sprawozdania w catosci, bez pisemnej
zgody spotki MikroLab GmbH. Ponadto na spétke MikroLab GmbH nie wolno powotywac sie
w materiatach promocyjnych i reklamowych, o$wiadczeniach prasowych itp. (publikowanych
w druku, nadawanych w masowych érodkach przekazu, srodkach koemunikacji elektronicznej lub

innych) bez jednoznacznego pozwolenia spotki MikroLab GmbH.

ECOLAR Sp.z 0.0.
31-323 Krakdw, ul. Cpoloka 100
tel. 12/261 61 €O, fax 12/231 61 01
REGON 350577317 NIP 677-002-60-11

Pmkurin Ecolab Sp.zo. 0.



Dziatanie wirusobéjcze (wirus BVDV) produktu nr IF-13345-35-6 29.03.2013 r., Strona 11/26
Sprawozdanie z badania nr E13ML1497B
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