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Institut £
Pasteur

RAPORTUL TESTULUI
NF EN 14476 — ACTIVITATEA VIRUCIDA
A PRODUSULUI NOCOLYSE (lot 220709 08)

Nr. Raport IPL: 1550909MA

asupra virusului gripal de tip A-HIN1

Acest raport se referd exclusiv [a produsul supus testarii,

1. Identificarea clientului:

Client: OXY'PHARM - 917 rue Marcel Pau] - ZA des Grands Godets - 94508 Champigny sur Marne

2. Identificarea esantionului
Nume produs: NOCOLYSE
Lot nr.: 220709 OS

Fabricant: OXY'PHARM - 917 rue Marcel Paul - ZA des Grands Godets - 94508 Champigny sur Marne
Conditii de depozitare: temperatura camerei, intuneric

Substante active: nu sunt indicate

Aspectul produsului: lichid transparent

Diluantii pentru produs recomandati de fabricant pentru utilizare: produs gata preparat

3. Perioada de testare:
Data livrarii: 2009/09/07

Datele testelor : 2009/09/16 pand la 2009/09/28
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Principiul de testare

Studiul consta in stabilirea activitatii virucide a produsului testat — organismul Virusul gripal A-HINI. Acest
produs este in conformitate cu EN 14476 dacd, in una dintre conditiile de testare, demonstreazi cel putin o
reductie 4 log dupi :

* 60 de minute timp de contact pentru instrumente si dezinfectanti pentru suprafete

* | minut sau 30 de secunde timp de contact pentru curiitarea si spalarea igienici a mainilor

In conformitate cu Standardul European 14476, se poate alege si testa un timp aditional, in conditiile de

efectuarea a testului.

Realizarea acestui standard cuprinde citeva etape, dupi cum urmeaza;

Titrarea proportiilor din suspensia virala.

Test preliminar constind in determinarea nivelulyj citotoxicitatii supuse dezinfectiei, conform liniei celulare
necesare detectdrii virusului. Aceasti etapd permite definirea concentratiei citotoxice a produsului,
corespunzitoare sensibilitatii celulelor din virusul testat.

Testul de inactivare a virusului cu etanol 25 % (V/v). Aceasti etapi reprezintd un control al sistemului de
testare prin metoda de testare.

Testarea virucidi

Efectuarea controlului virusului.

Conditiile de efectuare a testului

Diluant produs : apd ppi

Concentratia produsului testat : 80%

Amestec de probi : omogen

Timp de contact (obligatoriu) : 60 de minute

Timp de contact (aditional) : /

Temperatura de testare : 2UCETRG

Temperatura de incubare : 37°C£1°C+5%C0,

Metoda de neutralizare : Detoxifierea pe coloane Microspin TH S-400.

Grad ridicat de murdirie - 0,3g/l SAB

Celuld cu strat monomolecular : MDCK p _,‘g’ﬁ{gé;?\uf%
12 oroan B
- Soerna b
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Organisme testate:

Virusul gripal tip A- HINI- ATCC-UR1469 (107 la I0°® Ui/ml).

6. Materiale si metode

6-1 — Determinarea infectivititii (titrarea virusului)

Infectivitatea a fost determinata prin intermediul dilutiei finale in cadrul unei microanalize.

Suspensia virald netratati (suspensie gata de control si de stoc) precum si cea tratata de produs la o concentratie
de test de 80% sunt diluate in serii de 10"" la 10"" maxim, in MEM + 2% FCS inghetat. 0.1 ml din fiecare
dilutie este transferat in 8 godeuri ale plicii de microtitrare continand celulele confluente, pornind de la cea mai
mare dilutie. Dupd o ora de incubare la 37°C in prezentad de CO2 (5 %), 0,1 ml din mediul de culturi este
addugat in fiecare godeu. Pentru citirea ECP, se va folosi zilnic un microscop inversat, dupi 2 i apoi 5 zile de

incubare. Calculul pentru titrarea infectivititii este determinat prin metoda Spearman-Karber,

6-2 — Determinarea dilutiei subcitotoxice a dezinfectantului
Scopul acestui test este stabilirea concentratiei de dezinfectant chimic fird a induce nici un semn de toxicitate,
tindnd cont de linia celulara care permite descrierea virusului testat.

Pentru eliminarea citotoxicititii. doua tehnici_sunt descrise mai jos si sunt selectionate in conformitate cu

urmétoarele conditii:

Metoda de diluare este prima testati. Ea este validati daci diferenta intre log TCID50 titru virus din suspensia
de stoc si gradul de non citotoxicitate este > la § log. Daci situatia nu este asa, se va folosi cromatografia de
excludere moleculari. Pentru validarea conditiilor, metoda este similard cu prima. Dacd rezultatele nu sunt

satisfacitoare din cauza metodei folosite, testul de dezinfectare a virusului nu poate fi efectuat.

1 - Metoda de diluare:

Solutia de produs testati, cu adaos de 1/5 apd pentru preparat injectabil, apa ppi, este diluatd in serii de 10" la
10" in MEM 2 % FCS inghetat. Apoi, 0.1 ml din fiecare dilutie este transferat in § godeuri ale plicii de
microtitrare, pornind de la cea mai mare dilutie. Dupé o ori de incubare la 37°C in prezentd de CO2 (5 %), 0,1
ml din mediul de culturi este adaugat in fiecare godeu. Efectul de subcitotoxicitate este evaluat dupa o etapa de

incubare care nu trebuie si depdgeascd cea mai lunga perioada de culturs de virus, cultivatd pe sistemul studiat

(5 zile). /
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2- Tehnica cromato rafiei de excludere moleculard, cu 0 moleculi pe coloane Microspin™S-400 HR:

Solutia de produs testatd, cu adaos de apd pentru preparat injectabil, api ppi, este filtrati pe coloanele
Microspin™S-400 HR. Apoi, solutia filtratd este diluati in serii de 10" la 10" in MEM + 2 % FCS inghetat.
Apoi, 0.1 ml din fiecare dilutie este transferat in 8 godeuri ale plicii de microtitrare. Dupi o ori de incubare la
IFC,eu 5% prezentd de CO2, 0,1 ml din mediul de culturd este adaugat in fiecare godeu. Efectul de
subcitotoxicitate este evaluat dupd o etapd de incubare care nu trebuie sa depiseasci cea maj lunga perioada de

culturd de virus, cultivat pe sistemul studiat.

6-3 — Sensibilitatea celulei la virus
Scopul acestui test este de a se asigura ci celulele MDCK cu solutia testatd (la concentratiile de

subcitotoxicitate) nu modific comportamentul virusului cu celulele. Sensibilitatea celulelor in raport cu virusul

Tratamentul celulelor (la concentratia subcitotoxici a dezinfectantului
Lratamentul celulelor ( ~eeliiratia subcitotoxica a dezinfectantului)

Se distribuie 0,1 ml din dilutia non citotoxici aparent cea mai slabi a solutiei testate pe fiecare dintre cele 8
godeuri ale plicilor de microtitrare, stabilite pentru culturile de celule. Plicile sunt incubate la 37°C timp de o
ord, cu continut de 5 % CO2. in acelasi timp, suspensia virala de stoc est diluata in serii de 10" ]a 10" Apoi, se
adauga 0.1 ml din fiecare dilutie in fiecare godeu. Plicile sunt incubate din nou la la 37°C timp de o ord, cu
continut de 5 % CO2. Se adaugd 0.1 ml de mediu celular in fiecare godeu. Citirea ECP este efectuatd prin

intermediul calculuj titrului de infectivitate, determinat prin metoda Spearman-Karber.

Celule netratate cu concentratia subcitotoxici a dezinfectantului
————=olceniralia subcitotoxicd a dezinfectantului

Se aplicd aceeasi procedura ca la celulele tratate, Singura diferenti este ci dilutia subcitotoxica este inldturati cu
MEM 2% ser fetal de vitel. Doar aceste dilutii ale produsului por fi utilizate in vederea determindrij infectivititii

reziduale care produce o reductie de titru a virusului de < 1 log.

Validarea testului:

Diferenta intre log prerso $i titrarea celulelor tratate $i netratate trebuie si fic de < 1 log pentru ca testul de

sensibilitate a celulelor virusului si fie validat,
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6-4 — Controlul eficientei in vederea suprimdrii activitatii dezinfectantului

Diluarea in mediu foarte rece
slluarea in mediu foarte rece
Imediat dupa prepararea amestecului testat (virus + substantd interferenti + solutie testatd) (d = 10""), reactia

este opritd: se adaugi 0,5 m| din amestecul testat in 4,5 m| MEM foarte rece + 2% ser fetal de vitel (d = 10").
Dilutiile se fac in acelagi mediu de la 10" Ja 10" Virusul gripal A HIN] este titrat conform descrierii de Ia

paragraful 6-1,

Tehnica de filtrare

Dupa centrifugare, produsul filtrat este diluat in MEM foarte rece + 2% ser fetal de vitel de la 10" |a 10" Virusul

gripal A HINI este titrat conform descrierii de la paragraful 6-1,

6-5 — Testarea virucidi
Scopul unui test virucid pentru un dezinfectant este punerea in contact a suspensiei virale cu o substanti
interferenti i o solutie testata.
Reactia este oprita dupa timpul de contact indicat :
Prin diluarea in mediu foarte rece (MEM)
Prin tehnica de filtrare pe coloane Microspsin™S-400HR Produsul filtrat este diluat din 10 in 10 intr-

un mediu foarte rece. Titrarea fiecdrui test este stabilita conform paragrafului 6-1.

6-6 — Testul de inactivare a virusului la Ethanol 25 % (v/v)
Testele virucide sunt efectuate Pe suspensii stocate ale virusului gripal A HINI cu etanol, avind ca scop
controlul comportamentului germenelui nostru cu agentii chimici. Acest control necesitd respectarea
urmatoarelor proceduri:

Controlul citotoxicitatii etanoluluj opus liniei noastre celulare

Controlul eficientei activitatii oprite

Testarea virucidi a etanolului (5, 15, 30 $i 60 minutes)

6-7 — Titrarea standard a virusului
Infectivitatea suspensiei virale testate va fj determinati in conditiile de testare, avand ca timp de contact 0
minute si 60 minute.

Solutia testatd va fi substituits cu apé.
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Virusul gripal A HINI este titrat conform descrierii de la paragraful 6-].

7. REZULTATE

7.1 Titrarea virusului:

Titrul infectivititii suspensiei virale: 7,625 in logUl/ml

7.2 Citotoxicitatea produsului
Examindrile au aritat ca, fard tratament, dezinfectantul avea o toxicitate de 3,5 logCD50/ml. in vederea

elimindrii citotoxicititii, tehnica de detoxifiere pe coloane Microspin TH $-400. este cea potrivitd (vezi tabelul

1)
Tabel 1 Grad de citotoxicitate (log)
Tehnica de diluare cu Cl 3.5
Ultrafiltrare pe coloane MicrospinTM S-400 C2 93]

7.3 Sensibilitatea celulelor
Diferenta intre titrarile virusuluj pe celulele tratate (A) si celulele netratate (B) este mai mica decit 1 (vezi

tabelul 2), prin urmare testul este validat,

Tabel 2 Celule tratate: A Celule netratate: B
,:)g DICT50 7,75 8,00

7.4 Activitatea virucidi a produsului

Tabelul 3 indici rezultatele obtinute in urmatoarele puncte:
Controlul eficientei pentru suprimarea activitatii dezinfectantului
Testarea virucida
Testul de inactivare a virusuluj

Titrarea virusului
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8. CONCLUZIE

Produsul NOCOLYSE, lot nr, 2200709, este activ 80 % dupé un timp de contact de 60 minute NF EN 14476 in
mediu curat asupra virusului gripal tip A-HINI.

Lille, 12 octombrie 2009
Medificat, 21 octombrie 2009

Isabelle WATBLED Mane-Florence GTREAUDOT

Sef tehnic Doctor in medicini
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Subsemnata SOLDAN Mioara, traducdtor autorizat de Ministerul Justitiei cu nr. 9069 /

22.05.2003, certific exactitatea acestei traduceri cu documentul original in limba englez

care a fost vizat de cdtre mine.

TRADUCATOR AUTORIZAT

SOLDAN Mioara
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