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IDENTIFIKACIJA PROIZVODA

Sifra/naziv proizvoda

Oslobadanje aktivnog hlora iz hipohloraste
kiseline putem elektrohemijske aktivacije

Datum prijema

17.02.2021.

Izgled proizvoda

Bistra, bezbojna tecnost

Cuvanje

Na sobnoj temperaturi (20°C)

Koncentracija kori$¢ena za

97,0% primljenog proizvoda

Aktivna jedinjenja

Oslobadanje aktivnog hlora iz 0,05% hipohloraste
kiseline

EKSPERIMENTALNI USLOVI

Method testiranja

14476:2013+A2:2019: ,Hemijski dezinficijensi i
antiseptici — Kvantitativni suspenzioni test za ocenu
virocidne aktivnost u oblasti medicine - Metod
testiranja i zahtevi (Faza 2/Korak 1)“

Period testiranja

17.02.2021.

Sojevi virusa

Adenovirus tip 5 (ATCC VR-5)

Virus decije paralize 1 Sabin soj,

LSc-2ab (WHO) Norovirus misa (Soj S99 Berlin)
Vaccinia virus (Soj MVA)

Celijske linije

Celije ljudskog epitela tip 2 (Hep-2)

Celije ljudskog rabdomiosarkoma (RD)

RAW 264.7 makrofage (ATCC)

Bubre?ni fibroblasti beba hréaka (BHK celije)

Podloga za kulturu

Vreme kontakta

DMEM (Dulbecco minimalna neophodna podioga)

15 sekundi

Temperatura testiranja

Vodeno kupatilo, 20£1°C

Supstanca koja ometa

BSA 0,3 g/L (Cisti uslovi)

Proces inaktivacije

RazblaZenje 1/10 u ledeno hladnoj podlozi za
odriavanje

Tehnicki nadzor

Pogka Vasiliki, dr.sci., Kalliaropoulos Antonios

Objekat

Objekat BSL-2, Public Health Laboratories, Heller?fc'gf:-"' J
Pasteur Institute. {
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1. Princip testa

97% razblaZenje proizvoda ,Oslobadanje aktivnog hlora iz hipohloraste kiseline putem
elektrohemijske aktivacije” je dodato u test suspenziju titriranih virusa u rastvoru govedeg
serum albumina 0,3 g/L (&isti uslovi). Me3avine su drZane na 20.C tokom 15 sec. Na kraju
vremena kontakta, uzet je alikvot i virocidna aktivnost je potisnuta razblaZzenjen u ledeno
hladnoj podlozi za odriavanje. RazblaZenja su potom inokulirana u monoslojeve celija na
ploéama za kulture sa 96 otvora, radi titriranja preostalih virusa. Titri virusa izraZeni kao TCIDso
vrednosti, su odredeni posle 5-dnevne inkubacije i izrafene na log skali. Smanjenje zaraznosti
virusa je izratunato iz razlika log titara virusa pre (kontrola) i posle tretmana proizvodom.
prema standardu EN 14476 proizvod poseduje antivirusnu aktivnost kada je smanjenje virusa

najmanje 4 log.

2. Test titracije virusa

Antivirusna aktivnost proizvoda je testirana na Cetiri soja virusa koja predlaZe Standard EN
14476, adenovirusu tip 5, virusu decije paralize, norovirusu misa i vaccinia virusu. Virusi su
razmnoZavani u odgovarajuéem sistemu Celijske kulture da bi se proizveo visok titar: Hep-2
monoslojevi za titraciju adenovirusa, BHK za vaccinia virus, monoslojevi RAW celija za titraciju
norovirusa misa i monoslojevi RD ¢elija za titraciju virusa decije paralize. Svaki virus je testiran
u decimalnim razblazenjima 10 do 107. Svako razblaZenje je inokulirano 10x u otvorima
plo€ica za kulturu sa 96 otvora sa odgovarajué¢im monoslojem celija. Inficirane celije su
inkubirane na 37°C u atmosferi 5% CO; tokom 5 dana. Zarazna doza za ¢elijsku kulturu (Tissue
Culture Infectious Dose - TCIDso) tj. Zarazna doza suspenzije virusa koja indukuje citopatoloski
efekat (Cytopathic Effect - CPE) kod 50% jedinica ¢elijske kulture su ocenjeni Spearman-Karber

metodom krajnje tacke:

Log TCIDso = L-d(S-0,5),

gde je L najveca koris¢ena koncentracija virusa, d log razlika razblaZenja, S suma % zahvacenih
(CPE) pri svakom razblaZenju.

Standardna greska je izratunata po formuli:
Om =di Zpi(1-pi)/(ni-1)

gde je d logaritam faktora razblaZenja, piuotena stopa reakcije, n broj test predmeta po

razblaZenju i o standardna greska logaritamskog titra. P
b T

P
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CPE rezultati za svaki od virusa na odgovarajucoj liniji ¢elija su prikazani u tabelama 1a, 1b, 1ci

1d, tim redom.

Tabela 1a. Titracija adenovirusa na Hep-2 éelijama

Celijska
kontrola

RazblaZenja

: CPE u otvorima za Celijske kulture plogice za kulturu (¥*)
virusa

103
10
105
106
107
10%
10°°
1010 0 0

slalalsls e
SIENEIEIESESES
olblslels|ls s
olo|las|ls| Bl b
SIFSENEYIFIESES
FIENES IS

olalo|e|a|slsls
IR IESENEIEIESES
IR EN Y ENES
oclo|ls|la|le|s|ls|s
c|lo|lo|lo|lo|lo|o|o

o|lo|lo|lo|lo|loc|lo| o

{*) Ocena CPE u svakom otvoru: 0 = nema CPE, 1 = 25% CPE, 2 = 50% CPE, 3 = 75% CPE, 4 = 100% CPE

Tabela 1b. Titracija vaccinia virusa na BHK celijama

Rastiatenia CPE u otvorima za Celijske kulture plogice za kulturu (¥) Gakivky
virusa kontrola

103
104
105
10
107
108
10
1010 0 0] 0 0 0] 0
{*) Ocena CPE u svakom otvoru: 0 = nema CPE, 1 = 25% CPE, 2 = 50% CPE, 3 = 75% CPE, 4 = 100% CPE

o|ls|lsla|la|s|s
[P [ S S - SO I S
plalslalnls|s
o|la|lm|nie|a]s
ols|lalelale|s
ola|b|aa|lsls
olea|ld|als|als
plala|lalals|s

o|le|la|lea|le|ala]ls
ocolo|la|alals|ls|s
olo|lo|lo|lo|lo|o|o
oclo|lo|lo|lo|lo|lo|o

Tabela 1c. Titracija norovirusa mi3a na RAW celijama

Rarbletanis CPE u otvorima za éelijske kulture plotice za kulturu (*) Celijsk
virusa kontrola

103
104
105
10%
107
108
10
1010 0 0 0 0 0

(*) Ocena CPE u svakom otvoru: 0 = nema CPE, 1 = 25% CPE, 2 = 50% CPE, 3 = 75% CPE, 4 = 100% CPE
e
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Tabela 1d. Titracija virusa detije paralize na RD éelijama

Raﬂ?k"ienja CPE u otvorima za elijske kulture plo&ice za kulturu (*) Celijska

virusa kontrola
103 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 0 0
10 4 a4 4 4 4 4 4 4 4 4 0 0
105 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 0 0
106 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 0 0
107 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 0 0
108 4 4 4 4 0 4 0 4 4 4 0 0
10° 0 0 0 0 4 0 4 0 0 0 0 0
1010 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(*) Ocena CPE u svakom otvoru: 0 = nema CPE, 1 = 25% CPE, 2 = 50% CPE, 3 = 75% CPE, 4 = 100% CPE

Primenom Spearman-Karber formule na gore pomenute CPE rezultate, izra¢unati TCIDso za

| sojeve adenovirusa, vaccinia virusa, norovirusa i virusa deéije paralize su bili 107, 107°, 1078
107 tim redom. Uzimajuéi u obzir standardnu gresku gornjeg proracuna, titri sijeva virusa
koridc¢enih za testove su bili:

Pocletni titar adenovirusa tip 5 Log TCIDso/0,1mL = 7,610,224
Pocetni titar of vaccinia virusa Log TCIDso/0,1mL = 7,940,163
Podetni titar norovirusa misa Log TCIDso/0,1mL = 7,840,153
Potetni titar virusa detije paralize Log TCIDso/0,1mL = 7,540,189

3. Citotoksicno dejstvo proizvoda

Odredili smo najvisu koncentracija proizvoda (97,0% konacna koncentracija) koja nema
toksi¢no dejstvo na celije koje se koriste za kontrola virusa. RazblaZenja 10 do 10® proizvoda u
podlozi za kulturu sa 0,3 g/L BSA su inkubirana u ledeno hladnoj vodi tokom 30 min i potom je
100 pL od svakog razblaZenja inokulirano na monoslojevima Hep-2, BHK, RAW i RD ¢elija u
otvorima plocica za kulturu. ZabeleZene su sve mikroskopske promene na ¢elijana nakon 5

dana inkubacije.

Nije primeceno bilo kakvo citotoksicno dejstvo na Hep-2, BHK, RD i RAW Celijama pri svim

razblaZenjim od 97,0% konacne koncentracije proizvoda.

4., Referentni test za inaktivaciju virusa

Formaldehid 0,7% (w/v) je ukljuéen kao referentni test za validaciju prema Standardu EN

14476. Test citotoksi¢nosti kao i odredivanje antivirusne aktwnostl su uradeni na RD ¢elijama

""-_

koris¢enjem serijskih razblaZenja do 108 gore pomenu}og tesf raét\lofa ‘f@rmaldehlda Vremena
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kontakta su bila 30 min i 60 min. Rezultati za citotoksi¢nost i testove inaktivacije virusa su

prikazani u tabelama 2 i 3, tim redom (prikazani su samo rezultati za vreme kontakta 30 min).

Tabela 2: Test citotoksi¢nosti rastvora formaldehida na RD celijama

Rasbledania Prisustvo ili odsustvo éelijske citotoksi€nosti proizvoda (*) Celijska
proizvoda kontrola
101 tox tox tox tox tox tox tox tox tox tox 0 0
102 tox tox tox tox tox tox | tox tox tox tox 0 0
103 tox tox tox tox tox | tox | tox tox tox tox 0 0
104 tox tox tox | tox tox tox | tox tox | tox tox 0 0
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(*) tox = citotoksi¢nost, 0 = odsustvo citotoksicnosti
Tabela 3: Podaci o inaktivaciji rastvora formaldehida testirano na virusu detije paralize

i CPE u otvorima za ¢elijske kulture plogice za kulturu (*) Celljska
virusa kontrola
103 tox tox tox tox tox tox tox tox tox tox 0 0
104 tox tox tox tox tox tox tox tox tox tox 0 0
105 tox | tox | tox | tox | tox | tox [ tox | tox tox | tox 0 0
106 tox tox tox tox tox tox tox tox tox tox 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10°? 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(*) Ocena CPE u svakom otvoru: O = nema CPE, 1 = 25% CPE, 2 = 50% CPE, 3 = 75% CPE, 4 = 100% CPE, Tox = citotokksiénost

Smanjenje od najmanje 2,0 log za titar virusa decije paralize je zabeleZeno u prisustvu 0,7%
(w/v) formaldehida. Vise log smanjenje nije moglo biti videno usled toksicnosti formaldehida za
RD Celije. Po EN 14476 standardu, razlika izmedu logaritamskog titra kontrole virusa i
logaritamskog titra test organizma u referentnom testu inaktivacije treba da bude izmedu 0,5 i

2,5 log nakon 30 min za virus decije paralize da bi se verifikovao metod.

5. Antivirusna aktivnost proizvoda

Antivirusna aktivnost proizvoda u odnosu na sojeve adenovirusa, vaccinia virusa, norovirusa
mifa i virusa detije paralize je odredena za 15 sec na 20£1°C u 0,3 g/L (Cisti uslovi). Odmah na
kraju vremena kontakta, pripremljeno je 1/10 razblaZenje u ledeno hladnoj podlozi za

odrzavanje ¢elija, a 30 min kasnije, potonja serijska razblaZenja (razlike po 1:10) su inokulirana

lzvestaj studije: 2021 - 1701 /21 23 Strana6od 9
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smanjenje zaraznosti virusa je odredeno iz log razlika titra virusa pre i nakon tretmana
proizvodom. Rezultati su prikazani u tabelama 4, 5, 6 i 7 za adenovirus, vaccinia virus,

norovirus misa i virus decije paralize, tim redom.

Tabela 4: Titracija adenovirusa nakon 15 sec kontakta sa 97,0% kona&ne koncentracije proizvoda u 0,3% BSA

Raz‘::z:"’a CPE u otvorima za ¢elijske kulture plo€ice za kulturu (¥) f:ﬂ::;
103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
104 0 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0 0
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0] 0 0 0 0 0 0 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

{*) Ocena CPE u svakom otvoru: 0 = nema CPE, 1= 25% CPE, 2 = 50% CPE, 3 = 75% CPE, 4 = 100% CPE, Tox = citotokksitnost

Titar adenovirusa preostalog nakon tretmana proizvodom je:

Log TCIDsgnakon tretmana: <1,5

Log razlika = po&etni titar virusa — titar virusa nakon tretmana = 7,6-(<1,5) = 26,1

Tabela 5: Titracija vaccinia virusa nakon 15 sec kontakta sa 97,0% konaéne koncentracije proizvoda u 0,3% BSA

F“b‘aienja CPE u otvorima za ¢elijske kulture plogice za kulturu (*) Colljska
virusa kontrola
103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0
106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 (0] 0 0] 0 0
10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 0] 0 0

(*) Ocena CPE u svakom otvoru: 0 = nema CPE, 1 =25% CPE, 2= 50% CPE, 3 = 75% CPE, 4 = 100% CPE, Tox = citotokksi¢nost
Titar vaccinia virusa preostalog nakon tretmana proizvodom je:
Log TCIDsonakon tretmana: £1,5

Log razlika = pogetni titar virusa — titar virusa nakon tretmana = 7,9-(21,5) = 26,4
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Tabela 6: Titracija norovirusa mia nakon 15 sec kontakta sa 97,0% konaéne koncentracije proizvoda u 0,3% BSA

Lazmie"ja CPE u otvorima za éelijske kulture plotice za kulturu (*) Celijska
virusa kontrola
103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(*) Ocena CPE u svakom otvoru: 0 = nema CPE, 1= 25% CPE, 2= 50% CPE, 3 = 75% CPE, 4 = 100% CPE, Tox = citotokksi¢nost
Titar norovirus misa preostalog nakon tretmana proizvodom je:
Log TCIDso nakon tretmana: <1,5

Log razlika = pogetni titar virusa — titar virusa nakon tretmana = 7,8-(<1.5) = 26,3

Tabela 7: Titracija virusa detije paralize nakon 15 sec kontakta sa 97,0% konaéne koncentracije proizvoda u 0,3%
BSA

R“hlaie'q CPE u otvorima za celijske kulture plotice za kulturu (¥) Calljska
virusa kontrola
10° ol o] o] o] o o] o of o] o 0 0
104 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
109 0 0 0 0 0o | o 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10-10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(*) Ocena CPE u svakom otvoru: 0 =nema CPE, 1= 25% CPE, 2 = 50% CPE, 3 = 75% CPE, 4 = 100% CPE, Tox = citotokksi¢nost

Titar virus deéije paralize preostalog nakon tretmana proizvodom je:

Log TCIDso nakon tretmana: £1,5

Log razlika = poéetni titar virusa — titar virusa nakon tretmana = 7,5-(<1,5) = 26,0

6. Zakljucak

Antivirusna aktivnost proizvoda ,Oslobadanje aktivnog hlora iz hipohloraste kiseline putem
elektrohemijske aktivacije” u odnosu na adenovirus tip 5, vaccinia virus, norovirus misa i virus
detije paralize je testirana po standardu EN 14476: ,Hemijski dezinficijensi i antiseptici =

Kvantitativni suspenzioni test za ocenu virg_cif&ﬁ_’é_’;;._éi;{;i?ﬁqgt u oblasti medicine - Metod
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testiranja i zahtevi (Faza 2/Korak 1)” Po standardu EN 14476 proizvod poseduje antivirusnu

aktivnost kada je uofeno smanjenje od najmanje 4 log virusa.

Proizvod ,Oslobadanje aktivnog hlora iz hipohloraste kiseline putem elektrohemijske

aktivacije” sa 97,0% konacnom koncentracijom, je pokazao:

* 26,1 log smanjenje adenovirusa tip 5 (ATCC VR-5) nakon vremena kontakiz od 15 sec u

prisustvu 0,3 g/L BSA, na 20°C
= 26,4 log smanjenje vaccinia virusa (soj MVA) nzkon wremena kontaksz o 1S = o

prisustvu 0,3 g/L BSA, na 20°C

* 26,3 log smanjenje norovirusa misa (soj S99 Berlin) nzkon vremenz kontakiz od 1S s=c o

prisustvu 0,3 g/L BSA, na 20°C

= 26,0 log smanjenje virusa decije paralize tip 1 nakon vremena kontakta od 15 sec u

prisustvu 0,3 g/L BSA, na 20°C

Proizvod je pokazao antivirusnu aktivhost prema DNA adenovirusa bez ovojnice, RNA
norovirusa misa bez ovojnice, RNA virusa deéije paralize bez ovojnice i DNA vaccinia virusa sa
ovojnicom. Po EN 14476 standardu, smatra se da su proizvodi koji poseduju antivirusnu
aktivnost prema adenovirusu, virusu dedije paralize i norovirusu misa aktivni prema svim

virusima (sa ovojnicom i bez ovojnice).

Direktor studije:

(Pravougaoni pecat

QACS Laboratories

Potpis necitak)

Kraj izvestaja studije

Lagiopoulos Giorgos
Tehnicki direktor Odeljenja mikrobiologije,
mr Agronomije — Prehrambeni tehnolog sa
postdiplomskin sertifikatom iz Farmaceutske
mikrobiologije
Datum: 19.04.2021. godine
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