ECOLAB sp.zo.o0. Krakow, dnia;
31-323 Krakéw, ul. Opolska 100 .o
tel. 12/261 61 00, fax 12/261 61 01
REGON 350577317 NIP 677-002-40-11

+ 26, KWl 2013

............

TLUMACZENIE UWIERZYTE
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[W prawym gémym rogu znak stowno-graficzny] Labor Dr. Merk

[papier firmowy]
Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH
Beim Bratinland 1 | 88416 Ochsenhausen

Ecolab Deutschland GmbH
Relsholzer Werlftstr. 38-42
D-40589 Disseldorf

Qchsenhausen, dn. 16.12.2011 r.

Antywirusowa skutecznosé srodka dezynfekujacego DE12586-5.45-8 wagledem wirusa
blegunkl zakaine] bydia (BVDV) -i-

Repor! z badania specjalistycznego -/~

Badano skutecznodd antywirusowg $Srodka dezynfekujacego DE12566-S.45-8 wzgledem
otoczkowego wirusa BVDV w iloSciowym tescie zawiesinowym. Badania prowadzono zgodnie
z wylycznymi Leitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bek&mpfung der Virus-Krankheiten e.V.
{DVV) und des Robert Koch-Instituts® (sierpiert 2008), -/-

Srodek dezynfekujgcy badano w postaci stezonego roziworu (steZenie kohcowe srodka
dezynfekujgcego w mieszaninie analitycznej 80%) i 10% rozclericzonego roztworu, w obecnosci
i pod nieobecno$¢ biatkowych substancji zakidcajgcych {cleleca surowica plodowa 10%) przy
nastepujacych czasach kontaktu: 15 i 30 sekund. -~

Wirus BVDV ulegal dezaktywacji pod wplywem nierozcieficzonego $rodka dezynfekujgcego po
czasie kontaktu wynoszgcym 15 sekund. Tym samym wykazano zmniejszenie miana wirusa o co
nejmniej 4 logyo przy zalecanym czasie kontaktu oraz przy obecnoscl | pod nisobecno$é biatkowych
substancji zakidcajgeych. -/-

W aparciu o zapisy zawarte w wytycznych ,Leitlinie der DVV und des RKI®, aktywno$&é wirusobéjczg
Srodka dezynfekujgcego wykazuje sig poprzez wykazanie zmniejszenia miana wirusa o co najmnie]
4 logio w zalecanym czasie kontaktu. W zwigzku z powyZszym, mozna zalecad stosowanie $rodka
dezynfekujgcego DE12566-5.45-9 do dezaktywacji wirusa BVDV w nastepujacych warunkach: -/-

Roziwér stezony, 15 sekund -/-
Dy Ingrid Rapp [podpis nieczytelny] -/~
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JBAN DE21 8545 0070 000D 2527 88 Fon + 49 7352 8118-30
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Nr prajektu

Sponsor

Tytut badania

Preparaty badane
Preparat referencyjny

Autorzy
Plactwika hadawcza

Daty analiz:
Odbidr preparatu badanego
Rozpoczecie analiz

Zakoriczenie analiz

Raport koricowy

* ECOLAB Sp.zo0.0.
31-323 Krakow, ul. Opoiska 100
o1 121261 61 00, fex 12/261 61 01
ZGON 350577317 NIP 677-002-40-11

Raport analityczny dla projekiu
nr 11132DE

Spéika Labor Dr. Merk & Kollegen G i

W nagiowi kazdej strony znak stowno-graficzny] { ABOR DR, MERK & KOLLEGEN

Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH
Beim Braunland 1

D-88416 Ochsenhausen

Niemcy

Tel. +49-(0)73 52-91 19 30

Fax +498-(0)73 52-81 19 40

RAPORT Z BADANIA

11132DE -

Ecolab Deutschland GmbH
Reisholzer Werftstr. 38-42 D-40589 Duisseldorf, Niemcy -/~

Badanie Srodka dezynfekujacego pod katem skutecznosci
wirusobbjcze] wzgledem wirusa biegunki zakazne] bydia (BVDV)
DE12566-S.45-9 -)-

Nie dotyczy -/

Dr. Ingrid Rapp -

Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH -/-
Beim Braunland 1 -~

D-88416 Ochsenhausen -/-

Wrzesiedi 2014 r, -/-
05 stycznia 2012, ./
07 lutego 2012 1, .-
07 lutego 2012 r. -1

talnosci za przeklameania mogace

byé wynikiem prezentacji metod i wyn &amgqmgscbadamegumnej formie. -/
. Krakow, dnia: ' .
A

Data: 15 lutego 2012 1.
Wersja 1 Sronatz®
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" podpisy personelu uczestniczacego w projekcle

 Ochsenhausen, [data odrecznis] 15.02.2012 [padpis nieczytelny]
"._"Anja Hofmann -/-

Dyrektor badania -/-

“Labor. Dr. Merk & Koflegen GmbH -/-.

Ochserheusen, dafa odracanie] 16.02.2012 [oodpis nieczyteiny]
Dr lﬁﬁﬁd ﬁapp -

Kierownik laboratoriow wirusologicznych -~

Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH -/~

Za Zgadnose
Krakdwy dnig.

ECOLAB Sp. zo0.0.

tel. 12/261 61 00, fax 12/261 51 01
REGON 250577317 NIP 677-002<0-11

Raport analityczny dla projektu Data: 15 lutego 2012 7.
nr 11132DE Wersja 1
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elem niniefszego badania bylo wykazanie wirusobdjczego dziatania drodka dezynfekujgcego

E12568-S.45-9 zgodnie z wytycznymi ,Leitiinie der Deutschen Vereinigung zur Bekdmpfung der

Krankheiten e.V. (DVV) und des Robert Koch-Instituts® (sierpiert 2008). Badania prowadzono
dém otoczkowych wirusow biegunki zakaznej bydta (BVDV). -/-

kraélonq zawiesing wirusa inkubowano z nierozciericzonym (steenie koficowe Srodka
ezynfekwqoego w mieszaninie analitycznej 80%) | 10% rozcieficzonym roziworem &rodka
ezynfekujqoego a nastepnie zaszczepiano w hodowlach finii komdrkowych KOP-R. Po uplywie 7
ni“zakezone komérki badano pod katem dziatan cylotoksycznych icytopatogennych. Brak
bsemowanych dziatar cytopatogennych oznaczal, e wirus zostal skutecznie zdezaktywowany
rzez Srodek dezynfekujacy. -~

Mﬁomm nastepujgce czynnosci walidacyjne: -/
Identyfikacja dawki zakaznej (miana wirusa) dla danej linii komdrkowe] -/-

Identyfikacja stezenia é&rodka dezynfekujgcego tolerowanego przez dang linie
komérkowg -/-

ldentyfikacja stezenia Srodka dezynfekujgcego, przy kidrym dana linia komaérkowa
pozostaje podatna na zakazenie wirusem biegunki zakaznej bydia (BVDV) -/-

Dodatni wynik kontroinej dezaktywacji wirusa po 5, 15, 30 i 60 minutach inkubac)i z
formaldehydem. /-

Po. wykonaniu powy2szych etapéw walidacji zbadano aktywnosé antywirusowg $rodka
'.?ynfekujaoago w poslaci nierozcieficzonsj oraz w rozcieficzeniu 10% wzgledem wirusa blegunki
'kailjlej bydia dla czaséw kontakiu 15 § 30 sekund oraz w obecnoéci | pod nieobecnosé substancji
zaklﬂcajacej {10% cielecej surowicy plodowej). -/-

!_Sadanie wykazalo wirusobdjcze dzialanie $rodka dezynfekujacego DE12566-S.45-9 przy czasie
kontakiu wynoszacym 15 sekund. -~

W oparoiu 0 zapisy zawarte w wytycznych ,Leitlinie der DVV und des RKI® (sierpieri 2008),
alctywnoéé wirusobdjczg $rodka dezynfekujacego wykazuje sig poprzez wykazanle zmniejszenia
miana wirusa o co najmnie] 4 logo w zalecanym czasie kontaktu. W przypadku Srodka
qezynfekujqcego DE12586-8.45-9 mozna bylo wykazat wymagane zmnigjszenie miana wirusa o
95 logro pod nieobecnos¢ oraz o 5,10 logye w obecnoédl zalddcajgcych substanci biatowych po
czasie kontaktu 15 sekund, W 2wigzku z powyzszym, érodek dezynfekujgcy posiada cdpowiednig
skutetznosc wirusobdjczg wzgledem wirusa biegunki zakaznej bydta (BVDV). -/-

Tabe!e 172 zawierajg podsumowanie wynikow dezaklywacji wirusa przy uzyciu preparatu
DE12566-5.45-9 -/-

Za zgodnosé z oryén:.:

Krakéw, dnia
)§?C‘LAB Sp.zo.0. L.
MERON, Ul Opoleka 100 kau
916100, fax 12/261°61 o1 Podply “¥Eolab 8p. 20, 0,
7347 Nip 67-002-4(- 11 g

Raport analityczny dla projektu Data: 15 lutego 2012 1. Strona 5z 23
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fabela 1: Podsumowanie wynikéw dotyczgcych skutecznosci antywirusowej nierozcieficzonego
~ $rodka dezynfekujgcego (oznaczenie metodq Lyckego) -/

' 1kt e ‘Substancja., |
_Prodizkt SleZenie | zakibcaica
HzO 0 16 sekund
80% :
DE12588- FCS 0 15 sekund
5459 H:0 0,022 15 sekund
B80%
FCS 0 15 sekund
H0 4,89 n.d.
n.d.
" Probka FCS 517 n.d.
2 kontrolna
. wirusa H:0 6,03 n.d.
F nd.
FCS 5,03 nd.

Tabela 2: Podsumowanie wynikéw dotyczgeych skutecznosci antywirusowej rozciericzonego

§rodka dezynfekujgcego (stezenie 10%)

Rabon analityczny dia projektu
nr 11132DE

Data: 15 lutego 2012 r,

Produkt _ Stezenfe S T Ui
: nd ;SOfsékghd iz
10% H0 2721 27,21 Brak powodzenia
N D§1 4255696‘ FCS 27,07 27,07 Brak powodzenia
A 10% H0 2750 2721 Brak powodzenia
FCSs 27,50 2736 Brak powodzenia
n.d. H0 nd. 8,07 n.d.
Prébka FCS n.d. 7,93 n.d.
kontroina
wirusa n.d. H20 n.d. 8,07 n.d.
FCS nd. 7,93 n.d.
nie do .. -
tyczy Za zgodnosé z oryginare
nie badano Krakéw. dnia;
i
ECOLAB Sp.zo.0. L
31-025 Krakow, ul. Opolska 100 1 — T !
L 21 00. fan 12261 610 B 4 2
0N SECSTE31T NIP 677-002-40-18 podpis” Ecolah Sp.zo b,
E F

Wersja 4
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1. Materialy { preparaty badane
11 PodloZa i odezynniki

Podiozem analitycznym stosowanym w badaniu bylo podioze MEM z solami Hanksa z dodatkiem
cielgca] surowicy plodowej, 100 jednostek/ml penicyliny | 130 pa/mi streptomycyny, aminokwasy
endogenne | wodoroweglan sodu. -~

. Podioze z solami Hanksa (RM-308, nr serii 986072, 1008222), (2%) 10 % cielgca surowica
plodowa (RM-214, nr serii A51209-0156), 1% roziwdr roboczy penicyliny/streptomycyny (i-
008, nr serii 8383), 1% roztwdr aminckwasdéw endogennych {RM-268, nr serii 0880X, 1%
roztwor wodorowetlanu sodu (1229, nr seril 8488) -/~

H0 Wada, podwdjnie destylowana (nr serif 271173242, RM-236) -/-
BSA (nr serli 8452, RM-033) /-

D-PBS: {r serii 727243, RM-184) -/-

Formaldehyd, 37% {or serii $60227-348, RM-046) -/-

H20 o znormalizowanej Roztwér A (nr serii 8505, 8544) -/~

ERalos Roziwér B (nr serii 8540, ZK-011, ZK-028) --

HCI {nr serii SZBB1310V, RM-054) -/-

1.2, Aparatura

Standardows wyposaienie laboratorium mikrobiologicznego, w szczegdinosc):

. Piytki mikrotitracyjne z 86 zaglgbieniami (Nunc, Wiesbaden, Niemcy) -/

. Pehametr (dokiadno&¢ kalibracji 0,1 jednostek pH w temp. 25°C) (WTW, Weilhaim, Niemcy) -/
. Mikroskop odwrécony (Leitz, Wetzlar, Niemcy) -/-

. Mieszadio vortex (IKA, Staufen, Germany) -/~

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

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

» Kolumny MicroSpinTM 8400 HR (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Niemcy,
Ch.B 4631213} -

Za Zgodnog¢
fakow, dn
[ !
Yy
y ]
ECOLAB p. z0.0. ‘
31-323 Krzkewv,, ul, Opolska 100 1 ........ "
lel. 12/261 61 00, fax 12/261 61 01 I podpig™*eeesedend u
L.oGON 350571317 NIP 677-002-30-11 T
Raport analityczny dla projekiu Data: 16 lutego 2012 r. Strona 7z 23
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1.3.1 Komdrki
KOP-R: Typ:
Pochodzenie:

Zastosowanie:

1.3.2, Wirusy
BVDV, szczep NADL -/-

komdérkowy:

ECClAR
tHIS1‘,-:?,IZWS.Kn;'ko'w, ul. Opolsk-a 100
R~G ! .:1. 531 09, fax 12/251 61 g4

&GON 35C577317 Nip 677-002~40-11

Raport analityczny dla projektu
nr 111320E

1.3 Uklad badany (komérki { wirusy)

Data: 15 lutego 2012,
Wersja 1

Bydleca tkanka gardia $rodkowego -/-

Federalny Instytut Badai nad Zakazeniami

Wirusowymi u Zwierzat, wyspa Riems, Nr RIE
244 /-

Hodowla BVDV -/-

Komérki przechowywano w postaci zawiesin roboczych w temperaturze —~196°C. Na potrzeby
procedur analitycznych kombdrki hodowano w postaci monowarstw komdrkowych. Monowarstwy
komérkowe przed zaszczepieniem musialy osiggnaé stan niemal peinej konfluentnoscl, -/-

Pochodzenie: Mikrolab GmbH, Brema, Niemcy -/
Uktad Komorki KOP-R -/

Robocze zawissiny wirusa przechowywano w stanie zamrozenia w temperaturze -80°C. Wirusy
z zawiesin roboczych namnazano w odpowiedniej linii komérkowej w celu uzyskania wysokiego
miana wiruséw zakaZnych. Zawiesiny z pozostalosciami komdrkowymi poddawano dwukrotnamu
cyklowi zamrazania | rozmrazania. Nastepnie pozostalodci komérkowe oddzielanc poprzez
odwirowanie z niekg predkoscig. Zawiesiny wiruséw przechowywano w temperaturze -80°C, -/-

Strona 8z 23



14  Przedmiotbadania

Badaniu poddano nastepujgcy materiat:
Nazwa preparatu badanego:

'Opis produkiw:

Data ‘produkaji:

Preparat referencyjny: /-
 Nie dotyczy

2. Stosowane normy

DE12566-5.45-9 -/-

Preparat do dezynfekcji rak -/~

Nieznany placdwce badawezej -/-

Ecolab Deutschiand GmbH, Diisseldorf -/-
Nieznana placowcs badawcze]j -/~

Termin trwalo$ci / waznosci Nieznany placéwce badawcze] -/-
Czystosé / sidad w 100 g: 90,0 g etanol -/~

o -k

VPostac fizyczna / wyglad: Przejrzysta ciecz -/

Werunki przechowywania: Temperatura pokojowa -/~

Badania wykonano zgodnie z nastepujgcy norma -/

" [} Leitiinle der Deutschen Verelnigung 2ur Bekampfung der Viruskrenkheiten (DVV) e.V. und
des Robert Koch-Institutes (RKI) zur Prisfung von chemischen Desinfektionsmitteln auf Wirksamkeit
gegen Viren in der Humanmedizin Bundesgesundheittshiatt Jahrgang 51, Heft 8, sierpiert 2008, 8.
936-945 -/-

2 Lycke, E.: Studies of the Inactivation of Poliomyelitis Virus by Formaldehyde [Badania nad
dezaktywacjg wirusa polio formaldehydem]. Arch. Ges Virusforsch; 7, 1957: 483-493 -

! Za 2godnogé z
Krakow, dnia;
.r‘* - —

Oryginater;

o FCOLAB‘Sp. z 0.0.
} : :;.',,?L‘,S;Kr?;‘éw' ul. Onolska 1 00

| ...ﬁn..“mn 5100, fax 12/261 61 01
D= SEUST T Mip 677-002-40-11

Raport analityczny dla projektu Data: 15 lutego 2012 1.
nr 11132DE Wersja 1
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Metody badait
. Badania wstgpne
- 'I_d_entyﬁkacja dawki zakasne] {miana wirusa) dia danej linil komdrkowej

celu wyznaczenia dawki zakaZnej stosowanych w badaniu wiruséw 100 pi zawiesiny komorek
il KOP-R na plytkach mikrotifracyjnych zaszczepiono serig logarybmicznych logmw rozcienczen
zal'\'ulesiny wirusowe]j w podioZzu hodowlanym (7 odezynnikéw na stopieri rozciericzenta) w ilosci 100
"'zagigbienie. Po uplywie 7 dni komérki zbadano pod katem wystgplenia dzialan
_opatogennych CPE | oznaczono punkt koricowy zakaznosci 50% (TCIDsyml). Miano zakaznosci
sa obliczano metodg Spasrmanna-Karbera: -~

e Logso TCIDso =~ (Xo— 0,5 + I 1/n)
Xo = logo najmniejszego rozcierficzenia ze stuprocentowo dodatnig reakejg -/-

= liczba wszystkich dodatnich adczynéw dia najnizszego stopnia rozcieficzenia ze stuprocentowo
ainim odczynem oraz dalszych rozclericzert (z dodatnim odczynemy. ~/-

inzba odczyndw dla kazdego stopnia rozciericzenia -/

3 1. 2.. lclentyﬂkacja ste2enia Srodka dezynfekujacege tolardwanego przez dang linle
komérkowa {cytotoksycznosé)

_\Q\_I celu okreslenia dziatania cytotoksycznego Srodka dezynfekujgcego zmieszano 2 czesci wody o
N znonnallzowanej fwardodci z 8 czeSciami &rodka dezynfekujgcego. Kolejne rozciericzenia
Wy'konywano w podiozu hodowlanym, a nastepnie dodawano do hodowli komérkowych (100 pi na
gfebienie) Po 7-dniowej inkubacji komérki badano pod kgtem dziatart cytotoksycznych. -~

: 3.'i '3 Identyfikacja steZenla drodka dezynfekujacego, przy ktérym dana linia komérkowa
i pozostaje podatna na zakadenie wirusem blegunki zakaZnej bydta (BVDV)

"W celu wykazania, e srodek dezynfekujgey nie wplywat na morfologie, wzrost ani podatnosé
komérek KOP-R na wirusa biegunki zakaZns] bydia (S8VDV), komérki poddano dzialaniu
nietoksycznego rozciericzenia rodka dezynfekujacego. W ujemnej prébee kontrolnej zastosowano

~ PBS w miejsce $rodka dezynfekujacego. Nastepnie do komérek dodano serie rozcieiczef wirusa.

" Po siedmiodniowe] inkubacji komérid zbadano pod katem dzistah cytotoksycznych |

cytopatogennych {CPE) i TCiDso/mi. Poréwnawcze miareczkowanie wirusa w komérkach

poddanych dzialaniu PBS | komdrkach poddanych dzialaniu $rodka dezynfekujacego powinno
prowadzié do uzyskania ré2nicy miana wirusa < 0,5 logio. -/-

3.1.4. Dodatnla prébka dezaktywacji wirusa formaldehydem

Jedng czeé¢ zawiesiny wirusa biegunki zakaZnej bydila (BVDV) zmleszano z 4 czeéciami PBS | 5
aeéaamu formaldehydu 1,4% (wag./obj.). Po uplywie czaséw ekspozycji 5, 15, 30 i 60 minut,
zawiesiny mieszano, a nastepnie pobieranc ich podwielokrotnosci, kitre poddawano seril
rozciericzert lodowatym podiozem hodowlanym w {aZni lodowej. Wazystkie rozciericzenia dodano
do komérek KOP-R (100 pl na zaglebienie). Po 7 dniach inkubacji w temperaturze 37°C * 1°C
komérki zbadano pod katem CPE | oznaczono dawke TCIDsy/ml. -/

Ponadto oznaczono cytotoksycznosé formatdehydu: Jedng czesé formaldehydu 1,4% (wag./obj.)
dodano do jednej czesci PBS. Zawiesine poddano dalszemu rozciericzeniu podiozem hodowlanym
w fazni lodowej. Nastepnie rozcienczanty przeni Yono do za glgbieri hodowli komérkowej. Po 7-
dniowej Inkubacji w temperaturze % Kom '&fﬂ" ‘Zbadano pod katem dziatan

vytotoksycznych. -/- rakow dnla
OLAB Sp. z 0.0. [ - ! :
&w, ul. Opolska 100 26 Kwi, 2 1 i
1 51 00, fax 12/261 61 01 g

0577317 NIP 677-002-40-11
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Badanie shutecznodci wirusobéjcze]

adano aktywno$é wirusobdjczq érodka dezynfekujgcego w obecnosci | pod niecbecnosé
ubstancii zakiécajacej (10% cielgce] surowicy plodowej). W pierwszej kolejnosci zmieszano jedng
agsé substancji zaki6cajqcych z 8 czedciami érodka dezynfekujscego - nierozcleficzonego | w
zcienczeniu 10%. Do te] mieszaniny dodanc 1 czeét zawlesiny wirusowej, po czym calodé
iymieszano | inkubowano na mieszadie typu vortex przez 15 | 30 sekund. -/~

ub!ywie czasu inkubacji pobierano podwielokrotnosé mieszaniny, a aktywnosé wirusobsjcza
atychmiast hamowano serig rozciericze/i lodowatym podiozem hodowlanym. Rozciericzenia
rzechowywano w tani lodowej do dalszego przetwarzania, -/-

'Po zakoficzeniu procedury pobierarnia i rozciericzenia prébki wszystkie rozciericzenia przenoszono
‘(w floSci 100 pi na zaglebienie) do zawiesiny z hodowla komdrkowg i calo$é inkubowano w
temperaturze 37°C + 1°C. Po uplywie 7 dni komérki zbadano pod kgtem wystgpienia dziatari CPE i
naaono dawke TCIDso/ml. Wykrywane zmniejszenie miana wirusa powinno wynosié co najmniej
4 logo. /-

Zakatnoée badanej zawiesiny wirusowej badano ponadto w warunkach analizy bez stycznoici ze
‘Srodkiem dezynfekujacym przy czasie kontaktu 30 sekund. Zamiast srodka dezynfekujgcego uzylo
H20. -/

é.é * Badanle skutecznoscl wirusobsjczej metods Lyckego

W zwigzku z silnym dzialaniem cytotoksycznym, badanie aktywnosci wirusobdjezej
nierozcieficzonego Srodka dezynfekujgcego przeprowadzono w zmodyfikowanej procedurze
analitycznej metodg Lyckego [2]. W plerwszej kolejnosci zmieszano jedng czesé substancit
zakidcajgeych z 8 czesciami srodka dezynfekujgcego, a nastepnie dodano jedng czesé wirusa
biegunki zakaZnej bydta (BVDV). Po uplywie czasu kontaktu, wynoszgcego 16 sekund, mieszanine
* rozcienczono podiozem hodowlanym w stosunku 1:1000, -/-

:'-thymane rozciericzenie 1:1000 przeniesiono (w ilodcl 200 i na zaglebienie) na subkonfluantne
monowarsiwy komérek KOP-R (384 jednostki). Dzialania CPE wiasciwe dla winisa oznaczano po
7-drilowsj inkubacji w temperaturze 37°C, a wartos& TCIDso/m} obliczano z nastepujacego wzoru:

~logio = [1,4 x In (1-p)]

;p-- odsetek zagleblert z dodatnim wynikiem oznaczenia wirusa w stosunku do catej jednostki
hodowlane]. -/

Oznaczenie miana wirusa w probce kontroinej wykonano zgodnie z opisana powyZej procedurg
dezaktywacji wirusa dla zawiesiny wirusowej w ilodci 12,5 ul w rozcienczeniu 1:1000. Skutecznodé
wirusobdjezg oceniano obliczajgc zmniejszenie miana wiruséw poddanych dziataniu $rodka
dezynfekujgcego w pordwnaniu z wirusami nie poddanymi temu dzialaniu, Akceptowalna
skuteczno$§é wirusobdjcza wigzala sig z wymogiem zmniejszenia miana wirusa o co najmniej 4

logap. ~/-
4 Zgodnogé » I
Krako\,v dma Oryg‘nai,

%
i

ECOLAB Sp. zo0.0.
31 323 Krokow, vl Gpoleka 100

1 ?_1"‘(”)‘0 fox 1’)/?61"6‘1 01 | Podpis 0lab. Sp, = o’:%
Gl BLOBTTS1 L MIP 677-0020-11
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- Wyniki
" Badania walidacyine

Identyfikacja stefenla £rodka dezynfekujacego tolerowanego przez dang linle
rkowg (cytotoksycznosé)

_;e-jﬁrykbnano jak w p. 3.1.2, z wykorzystaniem linii komérkowej KOP-R. Nierozciericzony
ek dezynfekujacy wykazywai dziatanie cytotoksyczne w rozcisriczeniu 1:100 bez filtracji na
nie MicroSpin. Surowe dane z badart cytotoksycznosci przedstawiono w Zatgeznikuy, -~

2. Identyfikac]a steenla drodka dezynfekujgcego, przy ktérym dana linia komdrkowa
ozZostaje podatna na 2akazenie wirusem bisgunki zakafne] bydia

:,:f:lanie wykonano jak w p. 3.1.3. Badanie wykazalo e Srodek dezynfekujacy nie wplywat na
‘podatnosé komérek na wirusa ani te2 na wzrost i morfologie komdrek. -/-

_q;i’}a'ifwmsdw w komdrkach niepoddanych | poddanych dzialaniu &rodka dezynfekujgcego

rzedstawlono w Tabeli 3. Surowe dane z badan przedstawiono w Zatgczniku. -/-

Tébéla 43: Miana wirustw w komérkach niepoddanych i poddanych dziataniu preparatu DE12566-
-8 /- '

- zakaznejbydla 1087
.. _(BVDV) '
© [CIDsp/mi}

41.3. Dodatnia prébka dezaktywac]i wirusa po Inkubacji 2 formaldehydem

W charakterze préby kontroinej przeprowadzono dezaktywacje badanego systemu wirusa biegunki
~ zakainej bydia (BVDV) przy uzyciu roztworu formaldehydu 0,7%. Badanie wykonano jak w p. 3.1.4.
* Wirus biegunki zakaznej bydia (BVDV) dezaktywowano formaldehydem. Po czasie kontaktu 60

~ minut wykazano zmniejszenie miana o = 3,29 logio. Wyniki podano w Tabeli 4. Surowe dane
przedstawiono w Zatgczniku. -~

Za zgodnosc 7 oryginare

Krakow, dnig

ECCLAB Sp.z0.0.
31-023 Krakdv, ul. Opolska 100
et 81 00, fux /231 61 01
DN L F AT RIR Gy -002-40-11

it .
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Czaskontaktu 2 roztworern fofmaldehyd

107 10 5% 10 5% $10°57 $10 4

. 143login | 2.00l0gi0 | 228610910 | 23,20 fogug |

4.2 Badanie skutecznosécl wirusobdéjeczej Srodka wirusabéjczego w rozciericzeniu 10%

Badanie wykonane jak w p. 3.2. Badano aktywnoéé wirusobdjcza $rodka dezynfekujgcego

DE12566-$.45-9 w rozcierczeniu dia czaséw kontaktu 15 i 30 sekund oraz w obsecnosci i pod

nieobecnos¢ substancii zaklécajacej (10% cielgcej Surowicy plodowej). -/-

Wyniki serii oznaczert ze srodkiem dezynfekujgcym w rozcieficzeniu 10% przedstawiono
w Tabelach 5 i 6. Surowe dane przedstawiono w Zalgczniku, -/-

Za zgodnosé z oryginatem:
Krakéw, dnia: i

-

i

!

ECCLAB Sp.zo0.0. P
31-323 Krardw, ul. Opolska 100

g, 51 61 01
Ls 527261 61 00, fax 12/20 20, b,
SEGON 550577317 MIP 677-002-40-11 podpis _

.
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fahela §: Badanie skutecznos$ci wirusobdjcze] wzgledem wirusa biegunki zakaznej bydla (BVDV)
- pod nieobecnosé bialkowych substanc]i zakiéeajaeych. -/

T Wi biegunkr

- 'zakaine __bydIa

: Zmnfejszame mlan""

ECOLAB Sp.zo.0.

31-323 Krakéw, ul. Opolska 100

Krakow, dnig
= e——

.........

Czas ekspozycii
3 . ) : 0 Sekund 10 -7,79 £0,49 -
Probka kontrolna: wirusa’
' i 30 sekund qqrreas -
15 s, z kolumng MicroSpin z 10 212037 £0,86 0,54
(B ; . : 25020
| DE12566-5.45:9, 10%, 15 s, bez kolumny MicroSpin 210 £0,57 £ 0,57
: HiO 30 s, z kolumng MicroSpin 2 1072 937 $0,86 £ 0,64
30's, bez kolumny MicroSpin | 2 1075740 £ 0,67 £ 0,57
0 sekund 4o 762028 -
Prébka kontrolna:wirusa
30 sekund 10 807049 -
15 s, 2 kolumng MicroSpin 2 1075020 $0,57 0,69
| DEt2588-5.45.9, 10%, | 15 s b.az- olumny MicroSpin 2 1075020 £0,57 £ 0,89
HO 30 s, z kolumng MicroSpin 2 107721 ¥047 <0,86 £ 0,61
30 s, bez kolumny MicroSpin z 1078402 £0,71 20,57
Za 2q00no6 oo
8 290dnosc z oryginate..

tel. 12/231 61 00, fax 12/251 61 01
IZGON 350577317 NiP 677-002-40-11
Raport analityczny dia projektu ‘Data: 15 lutego 2012 r.
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w obecnosci 10% FCS

Tébela 6: Badanie skutecznosci wirusobdjczej wzgledem wirusa biegunki zakaznej bydia (BVDV)

T Wiis BogUnki | zmrisjszanie miana
5208 skepozyol | zakatnejbydta | Wiusafogi*® |
Cogh enoTied (BVDV) } granice przedzialu -
e | Unolci8s%
2 0 .sékund . 10-7..54&.47 i}
Probka kontrolna: wirusa
i 30 sekund 407882040 }
15 s, z kolumng MicroSpin 5 40707 £040 < 0,86 0,57
DE12568-5.45:9, 10%; 15 s, bez kolumny MicroSpin > 107500 <0,43 £ 0,57
! A a0 s, z kolumng MicroSpin > 10707 £040 <0,86 0,57
30 s, bez kolumny MicroSpin > 4075020 <0,43 £ 0,57
Tl ! 0 sekund 107832040 }
Prébka kontrolna wirusa
: i : 30 sekund 10793+ 040 .
15 8, z kalumng MicroSpin > 40 7500 £043+0,57
?DE""? £66-5.45.9, 10%, 15 s, bez kolumny MicroSpin > 407500 <0,43 £ 0,57
: FES 30 s, z kolumng MicroSpin > 0764028 <057+ 049
30 s, bez kolumny MicroSpin 2 107500 <043 + 0,57

. Badanle skutecznoéci wirusobéjcze] Srodka dezynfekujgcego w postaci
nlerozcienczons] metoda Lyckege

Badanie wykonano jak w p. 3.3. Badano a
dezynfekujgcego DE12566-5.45-8 dla czasu
nieobecnosé substancji zakibcaj

éédanie wykazalo wirusobojcze
wykazanle zmniejszenia mizna wirusa o 4,95 logo pod nieobecno
zakidcajacych substanci biatikowych po czasie kontaktu 15 sekund. -/~

ktywnosé wirusobdjczg nierozcieficzonego Srodka
kontaktu 15 sekund oraz wobecnosci | pod

acej (10% cielgce] surowicy plodowej). -/~

dziatanie Srodka dezynfekujacego DE12566-S.45-9. Mozliwe bylo
&6 oraz 0 5,10 logio w obscnosci

}Nynlki serii oznaczen przedstawiono w Tabelach 7 i 8. Surowe dane przedstawiono w Zalgezniku. -~

Za 2godnoge —
Krakow d?quz oryginatem:

ECCLAB sp.z0.0 ) . o
31-323 Krakéw. ul. Opolska 100 © 2.8, i, 2013
. '[-;-.-.:.-2!2‘31 G100, fax 12/261 61 01 f’._-_
NECON 350577317 NIP 677-G020-11 B —
....... ..,_&
‘ podp’ﬁ: ‘M ..... .
L5alan sp. %o
 Raport analityczny dia projektu Data: 15 lutego 2012 . Strona 15223
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: Tabela 7: Badanie skutecznoéci wirusobdjcze] wzgledem wirusa biegunki zakaznef bydta (BVDV)
od nieobecnosé biatkowych substancii zakidcajacych -/

! Wrrue blegunkl ' aniegszeme miana
e aks i | zakaZnejbydla - :
Czas: ekspozycji | ®VDV) | granicepr
- [TCIDxM12:5: 4} | ufnosch
gl : 0 sekund 10474202 -
' |Prébka kontroina-wirusa|
16 sekund 13 Rt -

" 9512566;_?235‘9 80%.| 455, bez kolumny MicroSpin 0 1 489:052
e 0 sekund 107504047 -
Prébka kontrolna wirusa,

15 sekund 1 -S03x040 -
DE12566;{$;35~ 9, 80%, 15 s, bez kolumny MicroSpin 10 00200027 5,01 £ 0,40

Dezaklywacja: wirtisa. w: roztworze: 80%: po uplywie-15:sekund

Srednie-zmniejszenie |
miana-+granice |

przedzialu:ufnosci:95%:

el

L2
e

Bez kolumny MicroSpin

4,95+0,33

e

Za Zgﬂdn
Krak ow, d?qsc ‘ Or3’9'na#em_

R,

, ECO! ’%B Sp.zo.0.
a 31-323 Kiukew, ul. Onolzka 100
, 1" > il

=201 6100, fax 12/261 61 01
. XLGON 350577317 Nip 677-002-40-11
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* Tabela 8: Badanie skutecznosci wirusobdjczej wzgledem wirusa biegunki zakaznej bydia (BVDV)
" w obecnosci 10% FCS -/-

o r 2
i : 0 sekund 10 5094040 )

. [Prébka kontrolne: wirusa
el 15 sekund 105172040 ]

PE 12566-3 45-9 80% 15 s, bez kolumny

ch N MicroSpin 0 5,17 £ 0,57
0 sekund 105034047 )
. {Prébka kontrolna. wiruss
: e 15 sekund 40509040 ]

DE 12566—8 45-9 BO% 15 s, bez kolumny

FES Y MicroSpin 0 BB+ 067

| Dezakiywacja wi
Srednie zmniejszariie |
miana-+granice

- Pl‘zedzualu uftioscl: 95%'

8ez kolumny MicraSpin

5,10 £ 0,40

,Wopatmu o zamsy zawarta w wytycznych ,Leitfinie der DVV und des RKI®, aktywnosé wirusobdjczg
- Srodka dezynfekujgcego wykazuje slg poprzez wykazanie zmniejszenia miana wirusa o ¢o najmniej
4 logio w zalecanym czasie kontaktu. W przypadku $rodka dezynfekujgcego DE12566-S.45-9
mozna bylo wykaza¢ wymagane zmnlejszenie miana wirusa o co najmniej 4 logyp po czasie
“kontaktu 15 sekund, w obecnosd zaklécajacych substancji bialkowych. W zwigzku z powyzszym,
‘Srodek dezynfekujacy posiada odpowiednig skutecznosé wirusobéjeczg wzgledem wirusa biegunki
zakasnej bydia (BVDV), -~

', Odchylenia od protokotu badania
Nia stwierdzono odchylefi od protokolu badania -/
8, Archiwizacja

'Wszelka korespondencja, oryginainy egzemplarz raporlu badawczego oraz dokumentacja
‘surowych danych zgromadzonych w trakcie badajig Bt ~zawierajgce surowe
‘dane, wydruki z aparatury | kemputeréw) przechqwin@ank %ﬂﬂﬁé&mﬂmmmr Dr. Merk &
Kollsgen GmbH aznaczone kodem 11132DE. -/- | RTaKOW. dnia.

L o
: . | s oep E
ECCLAB sp.zo.0. + 28, K 2013

-31 323 Krakow, ul, Opolska 100 {
124287 81 (0, fax 12/261 61 01 P
o ATy B Rt [ e  Prokure, .

ON 525577317 NIP 677-002-10-11 podpis rent Eroiab: g i5- e
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onsor
bor Dr. Merk & Kollegen GmbH powinna zostaé polnformowanaiplsell:nr:i; cazy rc:p =
] Spt_')lka Lazyczyr 'sobta olirzymaé dokumentacje badania po zakoriczeniu of o iw:zazmlac
dan:ai 15 laf). W przeciwnym wypadku wszelka dokumentacja i materialy mog
alnie
li‘::mzone po uplywie okresu archiwizacji, -/~

Dystrybucja 1 liczba egzemplarzy raportu
Dr. Merk & Kollegen GmbH: 1 {Oryginal) -/

1 (Oryginaf) -

Za zgodnosg Z oryginatern

Krakow dnia ;

- _—N"" |

2.6, Kiii |

. i

! - ECOLAB sp. 2 0.0, b f
31-323 Krakéw, ul, Cpolska 100 cerenr,. PTOKYpS RarShe |
1121261 61 00, fax 121261 61 01 podpis ™" "Sp:2g:0,

GON.350577317 NIP 677-002-40-11




: Surowe dane dla badan z zastosowanlem #rodka dezynfekujacego DE 12566-

Rozclaczonle, logy
Czzs Przedziat
a 10" 10* 10° w0t 10* 10* 107 10 ulnodel
{afmin) 25%
oar
0
0ar
0
0
o
0.7
028
049 |
040
0.29
049
040
0
0,40
0
0
- " . Bs 2y | zerrry oy | zEmry na, ne, 0
2565-5.45-9, nSpin
10%, FCS 30 seiand
. + 2zrrry | 2z 2920 no. no. 0,29
30 sehund
frrr s frrsrsr] ez | zmerrr no. na [+]
MicroSpin I
Pitbka kentrolna 0 sakund n.o. 0.0, 2330331 | 2000007 | 0000000 0,47
wiruaa, FCS 30 sekund no. n.o. 3395333 | 2959500 | 2910000 ] 00BOO00 40
Prébka kantroing 0 sakund n.0. n.o. 3333333 | 2000220 | 0000GG0 ,40
wiruse, FCS 30 sekund n.o, no. 4 #444444 | 3333333 | 2020002 | 0000000 40
Crlowiaycznaté | (0 %o no. | zzzzez | ooooooo | ooocoos 0000000 | 0000000 | o we, 0
ccants, . ne. | na 00, | 4Mae4 | 444444 | 3303300 | 323033 [ ooonzez | g7
Zakidcenia,
DE1%£466—8.45—9 - no. no. no. 4444444 | 4444444 | 3333333 | 3333333 | 2012220 | D37
10t K0
DE12588-5.45-9 444444 | 4444444 3833323, 0z | o040
4 . no. n.o. no. 4 .4
16* Fes , 200202 |
5 mirut Zzryxr | zzreree | mrmzas [ 4444444 | 4444444 Y WMJOST
Famaldehyd 18 minut oz | zrrre | meexm | 4444444 | 4000003 ' i ne.
% 30 minut Tzzzr | zazreer | zzzrees | 0033033 | 0OODDOD n - no 0,40
. EDEOIA 3 mmzzz | zewm | zoze | 0002000 | 0000000 no. - me—_|_ 029
F a7 ; oD : :
tel 13/23«”3"0‘”' ul. Opolska 100 : 2.8 ’
ReE-G /2516100, fax 121261 61 01 ’ [
GO -
i N350077317NIP677-002~40-11 \ ‘ ,{
Raport analityczny dia projekiu Data: 15 lutego 2012 1. ‘ Podpie Frolakg qug??ﬁ
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ez | wzzzez | 0000000 | 0000000 | OODOOCO no. no. 0

4453444 | 4442443 | 3533333 | 0200000 | 0OODGOG | OODO000 | A, 028 |
4444424 | 4444444 | 3333333 | 2000020 | 0000000 | OODOOOD | neo. 0,37
4443444 | 4444444 1 3333333 {"2300000 | 0DOGOO0 | DOOD002 | o 047

| 4444444 | 4444444 | 3333333 | 0222000 | 00ODOOC | 00C0OGO | no, 0,40
4445544 | 4444444 | 3332353 1 0203005 | G00O0OD | D0OOGOO | no. 0,40
4444444 | 4444444 | 3323333 | 0202220 | 0000000 | 0000000 | no. 0,40
4443444 | 5424444 | 3335353 | 000001 | 1000000 | 00GGO06 | no, (5
4444444 | 4444444 | 3333333 | 0002202 | 0OODOCD | 0O0DOOO | na, 0,40

Reid1 | Rzad2 | Read3 | Rzad4 | Read S | Read6 | Read7 | Reads

Q0oo00 | 0COOD | ODDOOC | OGUODD | OG0ODD | -0ODDOO | GODO0O | OOGOG0
000000 | 00000C | 000000 | COOODD 0000CO | 000000 | 0DOOOC § OOOBOD
000000 | 00000G | DOOGOO [ ODOGOG | ODOODD | GOO000 | 000000 | OOOOOD
000000 | 000000 | DOOODO | £OQOOD | KOOOOD | GOOKOO 000000 | 000000
000000 | 000000 | GDOOOG | 0GODOD | DOODOO | DOO00D | BODODD | GOOOOD
000000 | 000000 { 000000 | ODOODO 000000 | 060000 | 000000 | 000000
000000 | 000000 | 000000 | OODGOD | OODOGC | OODDDO { DOOGUO | DOGO0D
000000 | D0ODOC { OROOOD | COOO0D 000000 | 00000D | DOOOCO | 0DO00D

I .
} 22 2godnosc z oryqin

Krakow dnia Ve atem;

i

E

ECOLAB sp. z 0.0.
31-323 Krakow, ul. Cpolska 100
127251 61 00, fax 12/261 61 01

'}

O GTOBTT317 HIP 877-002-40-11

' Rapart analitycany dia projektu Data: 15 kitego 2012 r. Strona 20 z 23
nr 11132DE Wersja 1



Ste2enie =
o mlm"f_’:'wm Read | Rend2 | Read3 | Read4 | Rzgd 6 | Read6 | Read7 | Reads
ekspozyc)l
Piyke 174 200001 | 000000 |"GG000D | 000000 | GOGOG | D0GOG | 000GGH | 315060
001000 | 000000 | 000000 | o00goon | ponove | ocoooo | ooooco | 100000
DE12568- P—— 000000 | 00DO0D | 000G | 000000 { 0GD00C | 000080 | 003000 | 005600
§.45-9, 80% 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | gonooo | oonooo | oooodo | oooago
Lycke #2 153, = 0abgoo | 000000 | 000000 | 000000 | 600000 | 000500 | 000000 | 000050
H0 Piytka 800000 | 000000 | 000000 { 000000 ) 00000 | e0000o | cooooo | 000000
Pivta 474 000300 | 00BODD | 0GB000 | 000000 | 06066 | 000060 | 500000 000000
000000 ] 900000 | 000000 | ooagoo | onoooo | osoooo | soosoe | ooodoo
Stezenie v
e n“m'{‘:mm Read1 | Read2 | Rend3 | Read4 | Regd 5 | Reads | Read7 | Regas
ekspozye]l
———" 000000 | 000000 | 0GGODD | G000 | DODODO | 0GOGA0 | 0GGGE | 5305TT
000000 | 000000 | 000000 | 000000 | cooogn | ooocoo | oooooo | oooogo
DE12566- Piytka 24 000000 | 000000 | 006000 | 00000 | 000G00 | 000000 | 000030 | 050000
S.45-8, 80% 000000 | 500000 | 000000 | 0o00uo | coogoo | oooooo | aoooos | oooooo
Lycke #1 155, wa 000000 | 000000" | 06000 [ 600000 | 000000 | 000000 | 506000 | 000000
FCS Plytka 000000 | 000000 | 000000 | 600000 | ooogoo | oooooo | 0ooooo | boogoo
" 000000 1 500000 | 00BODO | 600000 | 000000 | 000630 | 000000 | 630000
000000 | 000000 | onoguo | oogooo | oooooo | oocooo | cooooo | acoooo
Sigdanie
B mmmzﬂm Read1 | Read2 | Read3 | Read4 | Read5 | Resds | Rzae7 | Regas
|_ekspozycjl
e 000000 100000 | 00GOG0 | 00000 | DDOGGD | GOD0G0 | G006 503550
Piytka 000000 | 000000 | 600000 | 000000 | 0ooooe | oaooco | onoogo | cooooo
DE12585- Piytia 274 000000 [*000000 | 000000 | 060000 | 000000 | 000000 | 000000 | GOR000
5.45-9, 80% 000000 | 000GOO | 000000 | 000000 | 000000 | 0ooooo | coogoo | caooos
Lycke #2 15 s, — 000000 | 0000OD "000G00 | 0D0GGO | 000D0G | 000000 | 000650 | 000300
FCS 080000 | 000000 | 000000 | 000000 | 0a0oo0 | oooooo | coooos | aoogoo
Piytka 474 000000 030000 ™| 000000 | GDD0GO | 000060 | 600060 | 656500 36000m
000000 | 000000 | 000000 | 000000 | oodooo | aooooo | coooon | 0voaoo
n.o. nie oznaczono -/
0 nie wykryto obecnoéci wirusa 1 eytotoksyeznosci -/-
1-4 wirus wykryty (1 = nigkie CPE, 4 = wysokie CPE) /-
F 4 cytotoksycznosé wykryta --
| Za zgodnosc¢ z oryginatem
Krakow, dnia:
ednarska
0.
ECOLAB SP- 200 00] o F tab Sp.z¢. 0
34-323 Krakow. ";lx 3 2/261 61 OI\ podpis ]
el 12/261 61 09 d\P Ay -
REGON 350577317 N
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Zalgeznik 2: Obliczanie | analiza statystyczna mian wiruséw
Obliczanie odchylenia standardowego:

= Jd*> [(pi(1 - piM(n-1)]
Sm = odchylenie standardows -/
d = logarytmiczny stopien rozciericzenia /-

pi = obserwowana szybkosé reakgji -/
n = liczba oznaczen -/

Obliczanle granic przedzialu ufnosci 95%
Cosu =42 8n-/-

Cesw= przedzial ufnosci 85% -/

Sm = odchylenie standardowe -/-

(_:)_‘!;llnle' wépﬂc,zynﬁika redukeji

| RFn =a-b -

RF-n = wapdiczynnik redukcji w pielwszej seril analitycznej -l-

a= = logso TCIDso/ml w probee kontrolnej wirusa (pierwsza seria analityezna) -/-

b= logio TCIDso/mi we wzmacnionhej prébce analitycznej (plerwsza seria analityczna) -/-

Krerny = 4/(28,)7 +(25,)°

* Krrqrey = granica przedziatu ufnosci 85% dla wspdlczynnika redukcji -/-
~ Sa= odchylenie standardowe w prébcs Kontrolnej winusa -

Sp = odchylenie standardowe we wzmocnionef prébce analitycznej -/-
28y = granica przedziatu ufnosci 95% we wzmocnione] prébee analitycznej -/-

Za Zgodnosé z o 1;:;
! rakow dma amate

. ECOU‘BSp z0.0.
_ 31-323 Kr"kow ul. Opolsika 100
.' t_. 12,231 61 00, fax 12/261 61 04
EGON 5 BL577317 Nip 677-00240. 1
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Obliczanle éreilniego wspdlczynnika redukejl | granicy przedziatu ufnosci 95%

RFim = (RFr1 + RFa)/2 -
RFymy = $redni wapoiczynnik redukcji -/-

RFr4 = wspolezynnik redukeji w pierwsze] seril analitycznej -/~
RFrz = wspokezynnik redukcji w drugiej seri analitycznej /-

Karem) = 2 '\/(K "‘(‘TI‘;)Z + (KRF{I';)_)Z

Kargni) = granica przedziahs uinosci 95% dla $redniego wapdlezynnika redukcjl -/-

Krer) = granica przedziatu ufnosci 95% dta wspoiczynnika redukcji w pierwszej serii analitycznej -/~
Krr(r2) = granica przedziaiu ufnosct 95% dla wspolczynnika redukejl w drugiej serii analitycznej -/-
[kontec dokumentt]

" [na odwrocie pleczed w jezyku nismieckim, ktdrej tumaczenie uwierzytelnione jest dolgczone do
niniejszego dokumentu.]

.. Ja, twona Gorczyca-Folus, Humacz przysiegly jezyka angieiskiego, wpisana na fiste Humaczy
- przysieglych prowadzong przez Ministra Sprawiedliwasci pod numerem TPA9/10, podwiadczam
2godnos$¢ ninlejszego thumaczenia z okazanym mi dokumentem ortyginainym.

Krakdw, 27 lipca 2012 r,, Nr Rep. 61/2012

ECOLAB sp. z 0.0.
31-323 Krakow, ul. Opolska 100
L T2/261 61 00, fax 12/261 61 01
“CON 250577217 NIP 677-002-40-11
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Ttumaczenie uwlerzytelnione z jezyka niemieckiego.

[Eierwsza stronal
[pleczgtka:] Poswiadczony odpis

[dstatnia strona)

pleczqtka] Niejszym zaswiadlzam 280dnos¢ powyiszego odpisu z okazanym mi
oryginalnym dokumentem {wypisem/poswiad ipisern).

'Q{isse!dorf—Benrath, 13 czerwca 2012 r.
podpis]
.Notariusz

Ipieczeé tloczona 7 herbem i napisem w otoku:]
Notariusz w Diisseldorf-Benrath
‘dr Dominik Linnenbrink

Rep. nr 68/2012

-_%’ff:\

J
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" ECOLAB Sp. zo.0.
31-323 Krakéw, ul. Opolcka 100
tel. 12/261 61 00, fax 12/251 61 01
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Beglaubigte Abschrift ‘

Mérk & Kollegen GmbH
gntand 1| 88414 Ochsenbausen

lab Deutschiand GmbH
_'eish lzer Werftstr. 38-42

p-40589 Dusseldorf

Ochsenhausen, den 18.12.2011/ir

tiviral efficacy of the disinfectant DE12566-S.45-9 against BVDV virus
Expert's Investigation Report

- The antiviral efficacy of the disinfectant DE12566-8.45-9 against the enveloped BVDV virus

was investigated in a quantitative suspension test. The investigations were performed
~ according the “Leitfinie der Deutschen Vereinigung zur Bekampfung der Virus-Krankheiten
e.V. (DVV) und des Robert Koch-Instituts® {August 2008).

The disinfectant 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
interfering proteins (10% fetal calf serum) in the following exposure times: 15 and 30
seconds.

BVDV virus was successfully inactivated by the undiluted disinfectant after 15 seconds
exposure time. Therefore, a virus titre reduction of at least 4 logye in the advised exposure
ime was demonstrated in the presence and absence of interfering proteins.

Based upon the provisions of the “Leitlinie der DVV und des RKI" virucidal efficacy for a
disinfectant is shown by demonstrating a virus titre reduction of at least 4 logqe within the
advised exposure time. Therefore, it can be recommended to use the disinfectant DE12566-
S.45-9 for the inactivation of BVDV virus as follows:

Concentrated soluﬁq+ @@Wnﬁyg‘mager{;

kdw, dnia, ,
roo. e i
O 31 SQE‘OMB Sp.zo.0, ’ ; i
Dr. Ingrig/Rapp -323 Krakéw, ul. Opolska 10 o | ¢
’ T tal 12251 5 - ZPoska 100 /
REP’Of/J2;51c;U1 09. fax 121261 61 01 ‘ ....... . A bor Dr. Merk & Kollegen 6mbH
2 577317 NiP . , ¢ *Sp: abor Dr. Mer oltegen GmbH
P 677-002-40-11 Blianea eim Brauntand 1 | 8R&15 Ochsanhaisen

* Geschatsfihrung Volishank Biberach BLZ 65490130 1 Konto 189 472 003 Fan  +49 7352 9149-30
'. Or. Werner Dangel | Or. Ingrid Rapp KSK Ochsenhausen BLZ 654 500 70 | Konto B 252 788 Fax +49 7352941v-40)
“Amtsgericht Ulm IBAN DE21 6545 N070 0008 2527 88 Ml infoftabormerk.da

HRB 641646 | USt-IdNr. DE225487959 BIC SBCRDE&S Wab  www.labormerk.de



End of testing
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of this study was to.show the virucidal efﬁcécy of the disinfectant DE12566-S.45-9
g to the “Leitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bekdmpfung der Virus-Krankheiten
VV) und des Robert Koch Instituts” (August 2008). The tests were performed using the

d Bovine Viral Diarrhea Virus {BVDV).
i (resulting in a 80% dilution

d suspension of the virus was incubated with the undiluted

ed disinfectant solution and inoculated on
of the KOP-R cell line. After 7 days the infected cells were checked for cytotoxic and
thogenic effects. If no cytopathogenic effects were visible, the virus has successfully

n ir’)ggti\_/ated by the disinfectant.

llowing validation steps were performed:

" |dentification of applicable infectious dose (virus fitre) with

 identification of disinfectant concentration tolerated by the respective cell line

" |dentification of disinfectant concentration which leaves the respective ceil line

. susceptible for Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) infection

Positive virus inactivation control after 5, 15, 30 and 60 minutes incubation with

‘_formaldehyde _ _

sticcessful completion of the aforementio

ndiliited and 10% diluted disinfectant against Bovine Viral Diar
‘time interval of 15 and 30 seconds in the presence and absence of interfer

‘fetal calf serum).

i present investigation demonstrates virucidal efficacy of

after 15 seconds contact time.
; _aé_'ed upon the provisions of the =eitlinie der DVV und des RKI" (August 2008), virucidal
by demonstrating a virus titre reduction of at least 4 l0g1o

icacy for a disinfectant is shown

vithin the advised exposure time. For the disinfectant DE12566-5.45-9 the required titre
liction of 4.95 logso in the absence and 5.10 logqp in the presence of interfering proteins

5 seconds contact time. Therefore, the disinfectant has

_'_'_dequate virucidal efficacy against Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV).
dmmary results of the virus inactivation with the disinfectant DE1 2566-S.45-
Table 1 and Table 2.

the respective cell line

ned validation steps, the antiviral acti'vity' of the
rhea Virus (BVDV) was tested
ing substance

the disinfectant DE12566-S.45-9

9 are presented

ECOLAB Sp. z 0.0.
31-323 Krakdw, ul. Opolska 100
tel. 127261 61 00, fax 12/261 61 01
FEGON 300577217 NIP 677-002-40-11

Date: 15-February-2012 Page 50f 23.

p
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SR - Lo TCl ‘[5L i
interfenng OQWTC B5°, 2‘ IJ >4 Iogm reduct!on
after. econds
H.,0 0 15 sec
80%
FCS 0 15 sec
HoO 0.022 15 sec
80%
FCS 0 15 sec
H;0 489 ] n.a.
n.a.
FCS 5.17 n.a
‘Virus control
H,O 5.03 n.a.
na.
FCS 5.03 n.a

mmary Results of AnthlraI Eff cacy of the 10% dlluted dlsmfectant solutlon

ia.L,_«:abi&rclasamL:xwiﬂf_M.isfds,pfa.
Not successful
DE12566- FCS 27.07 27.07 Not successful
5.46-9 i H,0 2 7.50 27.21 Not successful
’ FCS >7.50 >7.36 Not successful
H:0 n.a. 8.07 n.a.
n.a.
K FCS n.a. 7.93 n.a.
Virus control
VL H,0 na. 8.07 n.a.
n.a.
FCS n.a. 7.93 n.a.
n.a. not applicable

n.t. not tested

Za zgodnosc z o

] Ryt
Krakéw, dnia: vginalem,

ECCLAB sp. 2 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

.Test report Date: 15-February-2012
of project # 11132DE Version # 1
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Materials and Test items

Media and Reagents

fest medium to be used in this study was "minimal essential medium (MEM Hank's)
mented with fetal calf serum, 100 units/ml penicillin and 130 pg/ml streptomycin, non
al amino acids and natrium hydrogen carbonat.

" MEM Hank’s (RM 306, lot # 986072, 1008222), (2%) 10 % fetal caif serum (RM 214,
lot # A51209-0156), 1% Pen./Strep stock solution (i-008, lot # 8383), 1% non essential
amino acids (RM 268, lot # 0880X, 1% natrium hydrogen carbonat (i-229, lot # 8488)

Water, double distillated (iot # 271173242, RM-236)
(lot # 8452, RM-033)
: (lot #, 727243, RM 184)
37% Formaldehyde (ot # S60227-348, RM-046)
O of stand. Hardness Solution A (lot # 8505, 8544)
Solution B (fot # 8540, ZK-011, ZK-029)
(lot # SZBB1310V, RM-054)

96 well microtiter plates (Nunc, Wiesbaden, Germany)

pH-meter (accuracy of calibration of 0.1 pH units at 25°C) (WTW, Weilheim, Germany)
Inverted microscope (Leitz, Wetzlar, Germany)

Vortex (IKA, Staufen, Germany)

Centrifuge (Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg, Germany)

Incubator, 37°C + 1° (Heraeus, Osterode, Germany)

MicroSpinTM S400 HR columns {(Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,
Germany, Ch.B 4631213)

ECCLAB sp. 2 0.0.
21-323 Krakow, ul. Opolska 100
tel. 12/261 61 00, fax 12/261 61 01 NG7Skhe
REGON 350577317 NIP 677-002-40-11 ] Uik e

“Test féport "~ Date: 15-February-2012 Page 7 of 23

" of project # 11132DE Version # 1
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t System (Cells and Viruses)

Bovine Gsopharynx tissue
Federal Research Institute for virus infections of animals, Insel

Herkunft:
Riems, Nr. RIE 244

Application: Cultivation of BVDV

BVDV, strain NADL |
Mikrolab GmbH, Bremen, Germany

Origin:

' Cellsystem: KOP-R cells

| Stock virus suspensions were kept frozen at —80°C. The stock virus was multiplied in an
appropriate cell ine to produce high titers 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.

ECOLAB Sp. zo.0.
31-223 Krakéw. ul. Opolska 100 o :
tel. 12/261 61 00, fux 12/261 61 01 , oo NGTshg
e ‘ ‘sll.z,n. b. ;

RZGON 320577217 MIP 677-002-40-11
ST

Date: 15-February-2012
Version # 1

est report
project # 11132DE

Page 8 of 23
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tem
The following material was investigated:
jamé of test item: DE12566-S.45-9
P duct description: Hand disinfectant =
' Unknown to the test facility
Ecolab Deutschland GmbH, Disseldorf
Unknown to the test facility
Unknown to the test facility
90.0 g Ethanol

6.4
hysucal state / appearance: Clear liquid
Stbrage conditions: Room temperature

Reference item:
Not applicable

; Applicable Standards

ii:_The tests are performed according to the following standard:

11 Leitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bekdmpfung der Viruskrankheiten (DVV) e.V.
o, und des Robert Koch Instituts (RKI) zur Priifung von chemischen Desinfektionsmittein

auf Wirksamkeit gegen Viren in der Humanmedizin®: Bundesgesundheitsbiatt Jahrgang
51, Heft 8, August 2008, S. 936 — 945

l.ycke, E.: Studies of the Inactivation of Poliomyelitis Virus by Formaldehyde. Arch. Ges
Virusforsch; 7, 1957. 483-493

~ ECOLABSp.zo.o.

31-323 krekdw, ul. Opolska 100
tel. 12/261 61 00, fax 12/261 6101
REGCN 350577317 NiP 677-002-40-11
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Ideritification of Applicable Infectious Dose (Virus Titre) w‘itﬁmespéct Ve Gell Line
termine the infectious dose of the used viruses 100 Wl cell suspension of the KOP-R cell
fine:in microtiter plates were inoculated with 100 pi per well of a logs, serial dilution of the virus
suspension in maintenance culture medium (7 reactants per dilution step). After 7 days the
cells; were checked for cylopathogenic effects (CPE) and the 50% infectious endpoint
(TCIDs/mi) was determined. The viral infectivity titre was calculated according to the
Spaermann-Karber method:

; Logqg TCIDsp = - {Xp — 0.5 + X 1/n)
logyo of the lowest dilution step with 100% positive reaction

- number of all positive reactants of the Jowest dilution step with 100% positive reaction
-+ and all higher (positive) dilution steps :

number of reactants per dilution step

‘dentification of Disinfectant Concentration Tolerated by the Respective Cell Line
(Cytotoxicity) _

‘To determine the cytotoxic effect of the disinfectant 2 parts H;O 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 i per well). After an incubation
time of 7 days the celis were checked for cytotoxic effects.

;. Identification of Disinfectant Concentration which Leaves the Respective Cell Line
Susceptible for Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) Infection

To demonstrate that the disinfectant did not affect cell morphology, growth or susceptibility for
the Bovine Viral Diarrhea Virus {(BVDV), KOP-R 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 cytoloxic and cytopathogenic effects (CPE) and the TCIDs/ml was
determined. The comparative virus titrations on PBS freated celis and cells treated with
disinfectant dilutions should result in a difference < 0.5 log,, of virus titre.

. Positive Virus Inactivation Control with Formaldehyde

One part of the Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) suspension was mixed with 4 parts of PBS
and § parts of 1.4% (w/v) 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. All dilutions were exposed (inoculum 100 ul for each well) to KOP-R
celis. After 7 days incubation at 37°C £ 1°C the cells were checked for CPE and the TCIDge/mi
was determined.

The cytotoxicity of the formaldehyde solution was determined additionally: One part of 1.4%
(w/v) formaldehyde was added to cne 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 cuiture. After 7 days at 37°C + 1°C the cells were checked for cytotoxic effects.
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Test for Virucidal Efficacy

e virucidal efficacy of the disinfectant was tested in the presence and absence of interfering
oteins {10% fetal calf serum). At first, one part of interfering substance was mixed with 8
parts of the undiluted and 10% diluted disinfectant. To this mixture, 1 part of the virus
spensnon was added, mixed and incubated by vortexing the sample for 15 and 30 seconds.
er the incubation time, an aliquot was taken and the virucidal activity was immediately
ppressed by serial dilution steps with ice-cold culture medium. The dilutions were stored in
an ice bath until further processing.
At the end of collecting and diluting of the sample, all dilutions were transferred (100 yl for
each well) into cell culture suspensions and incubated at 37°C + 1°C. After 7 days the cells
: were checked for CPE and TCIDsy/ml was determined. The detectable titre reduction should
be at ieast 4 logo.
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,O was applied.

" Test for Virucidal Efficacy according to Lycke

Due to strong cytotoxic effects, the virucidal activity of the undiluted disinfectant was tested
- performing the modified test procedure according to Lycke [2). Therefore, one part of the
interfering substance was mixed with 8 parts of the disinfectant and one part of Bovine Viral
Diarrhea Virus (BVDV) virus suspension was added. After a contact time of 15 seconds, the
- fnixture was diluted 1:1000 in cell culture medium.
" This. 1:1000 dilution was transferred (200 pl for each well) to a subconfluent monolayer of
KOP-R cells (384 units). Virus specific CPE was detemined after 7 days incubation at 37°C
and TCiDso/ml was calculated according to the following formula:

-log10 =[1,4 x In (1-p)]

p = ratio of positive cavities with proof of virus to whole culture unit.

The determination of the virus titer of the virus control was carried out according to virus
inactivation described above, referred to 12,5 pl virus suspension in a 1:1000 dilution. The
virucidal efficacy was evaluated in calculating the titer reduction of viruses treated with
disinfectant compared to untreated viruses. To accept virucidal efficacy, the medial fiter

reduction should be at least 4 logye.

W-
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erformed according to chapter 3.1.2. with the KOP-R cell line. The undiluted
owed cytotoxic effects in the 1:100 dilution without microspin filtration. The

‘of Disinfectants Concentration which Leéaves the Respective Cell Line

or Virus infections

performed according to chapter 3.1.3. The results showed, that the disinfectant
not affect the susceptibility of the celis for the virus or the growth and morphology of the

ontrol of the test system Bovine Vlral Diarrhea Virus (BVDV) was inactivated by a 0.7%
formal_dehyde solution. The test was performed accordmg to chapter 3.1.4. The Bovme Vtra{

are summanzed in the Appendix.

[ 22 2q0imoerro
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‘Table 4: Virus Inactivation with Formaldehyde

T Exposure tifme of the formaldehyde solution
s control| | Bmin. |- 15min S 30min | 60min
10-7.93 1 0-5.50 ] 1 0-593 <1 0-5.07 <1 0-4.54

= 1.43 logw 2.00 Iog1o = 2.86 Iogm >3.29 '0910

Test for Vinicidal Efficacy of the 10% diluted disinfectant
ording to chapter 3.2. The virucidal activity of the undiluted

These tests were performed acc
‘and the 10% diluted disinfectant DE12566-S.45-9 was tested after 15 and 30 seconds contact
0% fetal calf serum).

}time in the presence and absence of interfering substance (1

‘A ‘sufficient virucidal efficacy could not be shown for both dilutions of the disinfectant
DE12566-8.45-9. In contrast to the 10% diluted disinfectant with elevated virus titres, the
‘undiluted disinfectant could not obtain a titre reduction of 2 4.00 logq because of cytotoxic:
‘effects. Therefore the virucidal activity of the undiluted disinfectant was tested performing the

modified test procedure according to Lycke.

Results of the assay run with the 10% diluted disinfectant are shown in Table 5 and 6. Raw

data are presented in the Appendix.

.

Aryginzie;
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ECOLAB Sp. z 0.0,
31-273 Krakow, ul. Opotska 100
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‘ jféble 5: Test for Virucidal Efficacy with Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) in the absence of
‘interfering proteins

iR goyrpe Viral ; \rrrus titre reduction
.- Contacttime: - 5 (Iogw) +.05% conf
S e limits i
mac Q7785049 -
30 sec 10-8.072 040 -
15 sec, with MicroSpin oy TR 2087 < 0.86 £ 0.54
15 sec, without MicroSpin | 2 107%°*° <0.57 +0.57
30 sec, with MicroSpin A Rara ey <0.86 £ 0.54
30 sec, without MicroSpin | 2 107%*° < 0.57 £0.57
0 sec 10-7.35 +029 -
30 sec 10-5.07 +0.49 -
15 sec, with MicroSpin > 1075050 <0.57 £ 069
15 sec, without MicroSpin > 407800 <0.57 £ 0.69
30 sec, with MicroSpin > 1072 £0¥ <0.86 + 0.61
30 sec, without MicroSpin | 2 107%6%9% <0.71+ 057
-\““"-—«,.
! ifaig\?vdg?’fc Z 0rygipz..
!
g

ECOLAB Qp zo0.0,

l xu11wf,3ﬂ+<rc.kow ul. Opolska 100 e |
_ "11 6100, fux 121261 61 01 3 |
SL3ON I36377317 NIP 677-002-40.11 T
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Table 6: Test for Virucidal Efficacy with Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) in the presence of

+10% FCS .
| | Virtis trs reduction -
ontact time - (logyp) * 95% conf.

30 sec 1 0-7.93 +0.40 -
15 sec, with MicroSpin > Q707 £ 040 <0.86 £ 0.57
15 sec, without MicroSpin > 107500 < 0.43 £ 0.57
30 sec, with MicroSpin 2 10707040 <0.86 £0.57
30 sec, without MicroSpin 2 107809 <0.43 £0.57

0 sec 17981040 -

30 sec 1 0~7.93 + 0,40 _
15 sec, with MicroSpin > 1075020 £0.43 1057
15 sec, without MicroSpin > 1075040 < 0.43 £ 0.57
30 sec, with MicroSpin > 10738 %02 < 0.57 £0.49
30 sec, without MicroSpin z 107500 <0.43 £ 0.57

Test for Virucidal Efficacy according to Lycke of the undiluted disinfectant

These tests were performed according to chapter 3.3. The virucidal activity of the undiluted
disinfectant DE12566-S.45-9 was tested after 15 seconds contact time in the presence and
absence of interfering substance (10% fetal calf serum).

The present investigation demonstrates virucidal efficacy of the disinfectant DE12566-S.45-9.
After 15 seconds contact time, a titre reduction of 4.95 logio in the absence and 5.10 logqo in
g : the presence of interfering proteins could be demonstrated. :
Results of the assay run are shown in Tables 7 and 8. Raw data are presented in the
Appendix.

’ Za Zgod L. b,

2 100N0sS¢ 2z
Krakow, dnia TYQInan:
i r, ._m\.;,__ -

ECOLAB Sp. z o.0. i
31-323 Krakéw, ul. Opolska 100 i ¥
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" . Table 7: Test for Virucidal Efficacy with Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) in the absence of

interfering proteins
: : e e 2 | DBor\rf;‘ng“\&.ral \flrus tltre reduct:on
. Contactfime | “ATOCE. s e (lagm) + 95%:cont. -
e e R ',.z Ilmits Aok
0 sec -
15 sec 10—4.89 +0.37 -
15 sec, without MicroSpin 0 4.89 % 0.52
0 sec 10—5.03 +0.47 _
1 5 sec 1_0-5.031 .40 .
15 sec, without MicroSpin | 10002091 5.01 + 0.40

Mean tner reductlon +095%
conf‘ dence |IlTIIt5 '

1. Virus -iﬁactivatién. in ;he’, 80% solution aft_ér."125 sec

B

4,95+ 0.33

" ECOLAB Sp.z0.0.
51-323 Krakoéw, ul. Opolska 100

Wi

GO 350377317 NIP 677-002-40-

4931 61 00, fax 12261 61 01

1
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Table 8: Test for Virucidal Efficacy with Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) in the presence of

10% FCS _ _ _
0 sec 1(r5.03 040 R
15 sec 1 -
15 sec, without MicroSpin 0 5.17 £ 0.57
0 sec 1Q 503 £ 047 .
15 sec 1503+ 040 -
15 sec, without MicroSpin 0 5.03 £ 0.57

v | Viusinactivation in the 80% sohution after 15 sec
Mean fiter reduction +85% " | T . \nehert MicraSoin 3
" confidenice fimits |~ Without MicroSpin

5.10 £ 0.40

Based upon the provisions of the “Leitlinie der DVV und des RKI" (August 2008), virucidal
efficacy for a disinfectant is shown by demonstrating a virus titre reduction of at least 4 logie
within the advised exposure time. For the disinfectant DE12566-S.45-9 the required titre
reduction of at least 4 logy, could be demonstrated after 15 seconds contact time in the
presence and absence of interfering proteins. Therefore, the disinfectant has adequate
virucidal efficacy against Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV).

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
14132DE 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 insffugied in writing By the sponsor. Otherwise

all documents and materials may be destroyed at tija.e R4 ﬁiﬁﬁﬁ}y Fériod.
ECOLAB sp.z0.0. g ¢ SHEaRSW, ORig
31-323 Krakéw, ul. Opolska 100

I 1
tel. 12/261 61 00, fax 12/261 61 01 ' 26 K
REGON 350577317 NIP 677-002-40-11 j 26 ki 2013
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Distribution and Number of Reports
Labor Dr. Merk & Kollegen GmbH: 1 (Original)

Sponsor: 1 (Original}
28 290dNnosé z oyainze,
Krakow, dniz "
ECTLAB Sp:zo.0. : I 9p .
31-3725 Krakéw, ul. Opoleka 100 - 2 6. 013
"t 12/261 61 00, fax 12/261 61 01 R SR
REGON 350577317 NIP'677-00240-11 B TG B,
| | podipis” i Pl
o — )

: - Sp. »y,
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ppendix 1 Raw Data for Tests with DE12566-S.45-9
Dilution logswn
13 £
ncsntration xg?ns:re °9°5°/;i
# literfering 10" 10 10° 10 10°* 10°* 107 10° el
protains {sec/min) dence
f» limit
. n}nir?scpi | zzzzzz | 4aaadaa | 4ad4dad 4444444 | 3333333 | 3330330 | nd. nd. 0.37
OE12566- o :A?:r:ghin z2zzzr | zzzdzzz | 4444444 | 4444444 | 4444444 | 3333333 | nd, nd. 0
45-9, 10%,
R0 SoEee) 4444444 | 4444444 | 4444444 | 0330333 d d 0.37
+ MicroSpin 2227722 22277212 n.g. n.qa. B
30 sec, 4444444 | 4444444 | 3333333 d d 0
2 MicroSpin 2222727 22277727 22227722 nd. n.d.
onpsee | sz |z | 4sasess | 333330 | 4S333 | 3303 | nd nd. 0
oEizste | pnoem. | sz | ez | 4333333 | 3333333 | 3330303 | 33333 | nd nd. 0
[ 5.45.9, 10%,
H:0 ok zzazzzr | zzzazzz | 4444444 | 4444444 | 4333334 | 3303340 d d 0.37
+ MicroSpin et n.gd. :
p Sl?:fsgbm zzzz772 | zzzzzzz | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 4033344 | nd. nd. 0.29
Virus control 0 sec nd. nd | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 3330333 | 0202020 | 0000000 | 0.49
H0 30 sec nd. nd | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 3333333 | 2022020 | 0000000 | 040
Virus conlral 0 sec nd. nd. | 4444444 | 4444444 | 4444444 | 4333044 | 000COOO | 00000G0 | 0.29
H:O 30 sec nd. nd. | 4444444 | 4434444 | 4434444 | 4333433 | 4000230 | 0000400 | 049
ﬂ}ni;es"pm zzzzz2z | zzzzzzz | 4444444 | 4444444 | 4444444 | 3030330 | nd. nd. 0.40
DEN2565- | By | TR | R | mmma | 4444 | 4ad4dd | 2303333 nd. nd. 0
S .45-9, 10%, _
FCS . ;?cf:;%,m r222272 | 2zzIzz | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 0003333 | nd. n.d. 0.40
aprsec; 4444444 | 4444444 | 3333333 d d 0
@ MicraSpi n 2222277 22222727 222277 X} n.d. n.a.
15 sec 0
+ MicroSpin 2222772 2222277, ZIZZZZZ Z232222 Z222Z727 222TZ2Z n.d. nd.
15 sec, g p o
DE12565- MicroSpin ZZ22277 TZ22727 ZI22TIT 2ZZ277Z 222227 2Z22222% n.d. n.o.
5.45-9, 10%,
FCS + S‘I?c?oegbin 227z7zy | 22EZEZE | ZXERR2Z | 2Z2ZRZZ | 22ZZIZET 2222220 n.d. n.d. 0.29
30 sec, d d o
e MicroSpin ZZIZZZZ 2222222 ZZZ22ZZ 22272722 Z227Z7Z Z2Z2222Z n.a n.a. v
Virus sontrol 0 sec n.d. nd | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 2330331 | 2000002 | 0000000 :
FCS 30 sec n.d. T | a24444s | 4a4d44s | 3333333 | 2222222 | 2210000 | 0000000 | O.40:
P — 0 sec n.d. o | aaaadas | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 2000220 | 0000000 i 04
FCS 30 sec nd. nd. | 4444444 | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 2020002 0000000
Cytoloxicity | @ MicroSpin nd | zxzzzzz | 0000000 | 0000000 | 0O000OO | 0000000 |  mdi- " f:-
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ateriersnce - n.d. n.d. nd. | a44aaa4 | 4444444 | 3333333 | 3333333 | 0000202°
Interferance L
gfg_%sfgi . nd. nd nd. | as4adas | 4442444 | 3333333 | 3333333 | 2012220
H0 o
2 _:nterference T .
o - nd. nd. nd. | 4644444 | 4444444 | 3333333 | 3333333 | 0200202 |
§. FCS

% 5 min zzzzezz | z2zE2ERR | 2222222 4444444 | 4444444 | 0000000 nd. n.d.
Formaidehyde 15 min ZXRTLZZ | ZZLZZIZ | LZZZ2ZZ 4444444 | 4000003 | 2000000 n.d. n.d.
0.7% 30 min sozzzzz | zzzzzzz | zzzzzzz | 0033033 | 0000000 | 0000000 | n.d. n.d,
60 min 2zzZTZT | P2ZZ22Z zezzzzz | 0002000 | 0000000 0000000 n.d. nd.
ng‘n‘:l“’,’g;'y‘g 3 . szzzzez | zzzzzzz | zzzzzzz | 000000O | 0000000 | 0000000 | nd. nd.
Virus control 0 sec nd | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 0200000 | 00O0OCO | 0000000 | nd.

Lycke 8

+,0 15 sec d. | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 2000020 | 00000CO | 0000000 |  nd.
Virus control 0 sec d | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 2200000 | 00DCDO0 | 0000002 |} n.d.
Lycke
HZ0 15 sec nd | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 0222000 | 00OODOO | 0000000 | nd.
Virus control 0 sec o | 4444444 | 4444444 | 3332333 | 0203003 | 00DCOCO | 0000000 | nd.
Lycke
FCS 15 sec d | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 0202220 | 0000000 | 0000000 | n.d.
Virus control 0 sec nd. | 4444444 | 4424444 | 3533333 | 0000201 | 100000O | 0000000 | n.d.
Lycke
FCS 15 sec nd. | 4444444 | 4444444 | 3333333 | 0002202 | 000000 | 0000000 |  nd.

Product .
concentration Microtiter piates Line 1 Line 2 Line 3 Line 4 Line § Line 6 Line 7 Line 8
Exposure time

Plate 1/4 Dpooooo 000080 000000 0oo0n00 0a0000 000000 000000 000000
000000 008000 000000 000000 000000 a000ne Qooooo 000000
DE12568-S.45-
A y 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000
9. 30'4;-1 Lycke Plate 2/4 ooooo | oooooo | oooooo | cooooo | ocogoo | pojooo | 000000 000000
15 sac Plate 34 000000 000000 000000 000000 Qnoo00 000000 000000 000000
HO onogoo | coooos | oooooo | oomooo | oooooo | ooocoo | 000000 000000
Plate 414 gooooo | ooosoo | oooooo | oocoooo i oooooo ) 040 000000 000000
nooago 00o000 000000 0000008 | 000000 Q00000 000000 cDOD00
Za-rgednbie-z-oryginsien —
Krakow, dnia.
ECOLAB 5p. z 0.0.
31-323 Krakow, ul. Opolska 100
tal. 12/261 61 00, fax 12/261 51 G1
(L0l 4 DEASTTAAT NIP 677-002-40-11
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Product
épfrncenUation Microtiter plates Line 1 Line 2 Line 3 Line 4 Line 5 Line 6 Line 7 Line 8
ng::_kposure time
2 Plate 1/4 200001 000000 000000 000000 £O0D00 000000 000000 210000
g, . 001000 poDOCD 000000 000000 000000 000000 000000 100000
: DgE;%f:SI:S:S Plate 2/4 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000
= yeus 000000 000000 000000 090000 000000 000000 000000 000000
15 sec Plate /4 000000 00000 000000 000000 000000 0O000D 000000 000000
Hy0 . 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000
Plate 4/4 000000 000000 000000 000000 000060 000000 ooocao 000000
000000 000000 000000 000000 000000 noooon 000000 000000
Product
concentration Microtiter plates Line 1 Line 2 Line 3 Line 4 Line 5 Line & Line? tine 8
Exposure time
Plate 1/4 000000 oono00 000000 000000 000000 800000 000000 000000
000000 000000 000000 D0CDD0 000000 000000 000000 000600
%E;gfﬁs[:sﬁ' Plate 2/4 000000 000000 000000 008000 000000 000000 ©000D0 060000
' ;1 ¥ 000060 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000
15 sec Plate 3/4 0oe000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 0D0DAD
FCS @00000 000000 600000 000000 000000 000000 000000 000000
Plate 4/4 000000 000000 000600 0000DO 000000 ooo000 000000 000000
000000 000000 000000 000000 0onooo 000000 000000 000000
Product
concentration Microtiter plates Line 1 Line 2 Line 3 Line 4 Line 5 Line 6 Line 7 Line 8
Exposure time
Plate 1/4 000080 000000 000000 | . 000COO 000000 000000 000000 000000
000000 000000 nooooo 000000 o0ocogo 000000 000000 000000
%E;%g:‘ﬁ:séts- Plate 2/4 000000 060000 000000 000000 000000 000000 000000 000000
A ycke 000000 000600 000000 000000 000000 000000 000000 000000
15sec Plate 3/4 000000 cooooo 000000 000000 000000 000000 000000 000000
Fcs Q08000 000000 000000 000000 000000 000000 000000 000000
Plate 4/4 Q00000 0ooo0an 000600 000000 000000 0ooooo 000000 000000
000000 000000 0006000 000000 002000 000000 Q00s00 0DDQDO
nd. not determined
0 no'virus / no cytotoxicity detectable
1—4 virus detectable (1 = weak CPE, 4 = strang CPE)
z Cytotoxicity detectable
! z it
a o
i K 290dnos¢ z aryginate,
! Krakdw, dnig.
i ECOLAB sp.z 0.0.

31-323 Krakow, ul. Opolska 100
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gﬁbpendix 2:  Calculation and Statistical Analysis of Viral Titres

gc;falculation of the standard deviation:

Sm=/dY [(pi(1-piYn-1)]
Sm = stah’déﬁd'd‘évi"at'ibn ,

d = logarithm’ of dilution step

p: = observed reaction rate

n = number of determinations

Calculation of the 95% confidence limits
' Casu =12 Sy

Cas = 95% confidence limit
S = standard deviation

Galculation of the'..reduqtidn factor
RFpy=a-b

RFn é'édﬁction factor of the first test run
a = logie TCIDso/ml in the virus control (first test run)
b = logio TCIDsq /ml in the spiked test item (first test run)

= J25,7 +(25,)’

95% confidence limit of the reduction factor
ard deviation in the virus control

‘_s_'ta’,n‘dé’rd_ deviation in the spiked test item

‘confidence limit in the spiced test item
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alculatlon oft e average reductlon factor and the 95% conﬁdence hmnt
RF(m., = (RFn + RFTZ)IZ Y ®lin ]

RF@,, = aVerage reductlon factor
RFy, = reduction factor of the first test run
RFy, = redu_c_tion factor of the second test run

Kermy = % [(Karery) + Kaperny )
‘ ‘confi idence limit of the average reduction factor

95% confidence limit of the first testrun.~ - -
T2) 95% confidence limit of the second test run.

_ l Za zgodnosc Z oryginater;
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