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PROGRESUL EFECTIV AL PRODUSULUI

NOCOLYSE CONTRA ACTIVITATII VIRALE

in conformitate cy standardul NFT72 180
Raport IPL nr.: 161103

Acest raport se refera exclusiy la produsul testat.

L. Materialul si metodele:

Identificarea esantioanelor

Numele si descrierea produsului:  NOCOLYSE

Beneficiar: Oxypahrm-917, rue Marcel Paul - ZA des Grands Godets -
94508 CHAMPIGNY SUR MARNE Cedex

Data de receptie in laborator: 04/08/2003

PH: 5

Aspectul produsului: incolor

1) Materialul:

a) Produsul utilizat:
Produsul Nocolyse folosit in 1/10¢

b) Mediul utilizat
Mediul utilizat pentru cultura celulara

-Celule VERO ATCC 8] CCL: mediu EAGLE MEM + aminoacizi + ser fetal de vitel +
glutamina + gentalline 8 pg/ml.

-Celule KB: mediu EAGLE MEM + ser fetal de vitel + glutamina + gentalline 8ug/ml.
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¢) Celule de referints:

Cele trei celule utilizate provin din colectia de culturi nationale de microorganisme
[CNCM Institutul Pasteur de Lille].

1. Enterovirus Polio I, germene Sabin, cultivat pe celule VERO.

2. Adenovirus de tip uman 5, cultivat pe celule KB.

3. Virusul Orthopox al vaccinului cultivat pe celule VERO.

Celulele au fost depozitate in congelator la temperatura de -80°C in doze unice de utilizare.
Determinarea efectuluj citopatic (ECP) s-a realizat in urmdtoarele conditii:

Dupa 5 zile, la temperatura de 37 °C,

Tehnica de titratre pe celule in suspensie

In toate recipientele mari (300 ul) pentru microplici, puneti 150 ul din mediul de culturs in prima
serie de 8 recipiente, apoi adaugati 50 ul de suspensie virala titrati. Dupd omogenizare, mutati 50 ul
dintr-un recipient in altul (cu exceptia ultimei serii care ajutd la observarea celulelor); acest proces
ne conduce la o dilutie de 4 1a 4 dupd repetarea procesului de dilutie de 8 ori.

In cele din urma, addugati in toate recipientele 100 pl din suspensia celulard pe mediul de culturs,
care contine 10° celule pe mililitru.

Tinerea sub observatie se va face la microscop (timp de 5 zile) dupa incubare la temperatura de
37 °C si mentinerea unei atmosfere cu 5% continut de CO,.

Titrarea efectuata dupd aceasti metodi este similard metodelor FISHER si YATES care folosesc

tabele WYSHARK si DETRE. Vom obtine numirul estimat de unitdti infectate pe mililitru.

2) Metode
Tehnica determinati in functie de proba de baz:

Tehnica de separare a produsului-virus, filtrarea pe gel LH-O.

Proceduri preliminare:

a) Pregitirea suspensiei virale

Luati 10’ unitati de suspensie virala infectioasa titrata pe mililitru care contine 2% ser fetal de vitel
pentru Enterovirus Polio [ si pentru virusul Orthopox al vaccinului. 107 Ul/ml pentru Adenovirus de

tip uman V.
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Concentratia suspensiei virale

- Enterovirus Polio [ = 1.25 mg/ml
- Virusul Orthopox (al vaccinului) = 1.14 mg/ml|
- Adenovirus de tip uman V = 0.9 mg/ml

Titrarea virusului:

- Enterovirus Polio | = log 7.34
- Virusul Orthopox (al vaccinului) = log 7.32
- Adenovirus de tip uman V = log 6.98

b) Stabilirea concentratiei citotoxicad sub parametrii normali

Produsul NOCOLYSE si produsul molecular filtrat ay fost diluate de la 1 1a 10° in PBS

Dulbecco.

Cultivarea de celule in suspensie in timpul experimentuluj

¢ Puneti 0.1 ml mediu de culturi (2% ser fetal de vitel) in toate suporturile de pe plansi

¢ In seriile alaturate primelor patru suporturi, addugati 0.05 m] pentru fiecare dilutie a
dezinfectantului

¢ Ultima serie de 4 suporturi primeste 0.05 ml de solutie salind netratats, sterild firs
dezinfectare.

¢ Adaugati 0.1 ml de suspensie mediului de culturi continénd 10° celule/m|

¢ Plansa va fi acoperita $i mentinuta in incubator la temperatura de 37 °C, intr-o atmosfers cu
5% continut de CO,,

Efectul citotoxic sub parametrii normali a fost observat dupd o perioadi de incubare egald cu cel

mai lung interval de cultivare a suspensiei in sistem tinut sub obervatie, adici de 5 zile.

¢) Tinerea sub observatie a eliminirii efectului viral prin filtrarea cu gel:

Acest studiu are ca SCop asigurarea ¢ prin filtrarea produsului a fost eliminati orice activitate
virala.

Puneti produsul filtrat, obtinut prin filtrarea moleculard, in contact cu virugii din suspensie

timp de o ora, la temperatura de 4 °C.,

Efectuati titrarea suspensiei orale tratate in aceleasi conditii in PBS.
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Rezultatele procedurilor preliminare
a) Dilutia citotoxici sub parametrii normali a NOCOYSE sLa produsului filtrat pe gel LH,0

La VERO Pur d=10° 1/5 d=10* 1/10 d=10*
La KB d=10° d=10* d=10*
La VERO Filtrat (pur) d =103 Filtrat (1/5) d=10° Filtrat (1/10) d=10?
La KB d=10° d=10° d=10?

b) Tinerea sub observatie a eliminirii efectuluj viral dupi filtrare:
Concentratia produsului filtrat (%) 1/10

SOLUTIE TITRATA VIRALA IN LOGARITMI (UI/ML)

Virus sub control+PBS

Virus+produs filtrat

Poliovirus Log 7.33

Virusul vaccinului Log 7.32

Adenovirus

Validitatea testului: confirmata.

Detalierea testului:
Pentru fiecare virus investigat, pregatiti 2 flacoane

Unul pentru test (R) contine 100 ul suspensie virala $1 900 pl produs.

Unul pentru contro] (T) contine 100 pl suspensie virals $1 900 pl solutie salini.

Dupd omogenizare (Vortex), puneti flacoanele Ia dubla sterilizare bain-marie, la o anumits
temperaturd (20 °C pentru dezinfectanti).
Dupi perioade de incubare de 15, 30 si 60 minute masurate periodic, efectul viral este evalyat prin

filtrarea cu gel.

-_—




- Traducere din limba englezd in [imba roméana -

Raport nr. :161103 - 5/6

Concept
Esantioanele R15, R30, R60 si T60 au fost filtrate cu Sephadex LH,O care pastreazi dezinfectantul

si filtreaza virusul. Solutia titrati a produsului viral filtrat a fost comparatéd cu cea a suspensiei virale
fratatd in aceleasi conditii.
Suporturile inoxidabile au fost in totalitate acoperite. Aceste suporturi contin tuburi mobile: la

capatul deschis al acestora este previzut un filtru din poliester care fixeaza tubul.

Suspensia Sephadex

Pregatiti suspensia Sephadex LH,O (Pharmacia Franta) amestecand 22g cu 100 ml PBS.
Sterilizarea va dura 30 minute, la temperatura de 120 °C. Dupi autoclavare, lasati-o la temperatura
camerei inainte de a o distribui: 25 m| pentru fiecare suport sterilizat inoxidabil.

Centrifugati timp de 10 minute la 1000 g.

Protocol de operare

Esantioanele R135, 30, 60 si T60 au fost amplasate in partea superioari a coloanei Sephadex. Toate
au fost centrifugate la 1000g timp de 10 minute, intr-o centrifuga frigorifica, de preferinta la

temperatura de +4 °C. Obtineti produsul filtrat steril. Volumul obtinut are 1 ml.

Explicatia rezultatelor
Activitatea virucidd a unui dezinfectant este determinatd de concentratie si de timpul minim de

contact, care conduc la reducerea solutiei titrate a 3 virusi infectiosi cu logaritmi cu 4 decimale.

Serviciul de expertizi a igienei sanitare — INSTITUTUL PASTEUR DE LILLE
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Conditiile de efectuarea a testului

NOCOLYSE
Concentratie: 10/10°
. Enterovirus Polio | _ _ .
Timp de contact . Adenovirus V Virusul vaccinului
in logaritmi (UI/ML)
15 minute Log 3.48 Log 5.01 Log 4.57
30 minute Log 3.09 Log 3.75 Log 3.1
60 minute Log 3.05 Log 3.06 Log 2.95
IS,
Control — 60 minute Log 7.06 Log 7.06 Log 7.06
CONCLUZII

Produsul NOCOLYSE este activ Ia o concentratie de 1/10, dupa 60 de minute de contact pentru
virugii Enterovirus Polio I, Orthopox (virusul vaccinului) si Adenovirus de tip uman V, in

conformitate cu standardu] AFNOR NF T 72 180.

Lille, 19 noiembrie 2003

Responsabil tehnic Sef serviciu
Andrée TORPIER Franck POLYN

Q"Serviciul de expertizi a igienei sanitare — INSTITUTUL PASTEUR DE LILLE
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Institut &
Pasteur 4

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

Nr. Raport IPL: 1550909MA

asupra virusului gripal de tip A-HIN1
Acest raport se referi exclusiv la produsul supus testirii.

I. Identificarea clientului:

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

2. Identificarea esantionuluj
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 pénd la 2009/09/28
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4.  Principiul de testare

Studiul consti 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

* 1 minut sau 30 de secunde timp de contact pentru curatarea 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 cateva etape. dupd cum urmeazi:

Titrarea proportiilor din suspensia virala.

Test preliminar constand in determinarea nivelului citotoxicitatii supuse dezinfectiei, conform liniei celulare
necesare detectdrii virusului. Aceasti etapa permite definirea concentratiei citotoxice a produsului,
corespunzatoare sensibilitatii celulelor din virusul testat.

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

Testarea virucida

Efectuarea controlului virusului.

5. Conditiile de efectuare a testului

Diluant produs : apa ppi

Concentratia produsului testat : 80%

Amestec de probi : omogen

Timp de contact (obligatoriu) : 60 de minute

Timp de contact (aditional) : /

Temperatura de testare : 20°CEI°C

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

Metoda de neutralizare : Detoxifierea pe coloane Microspin TH S-400.
Grad ridicat de murdarie : 0,3g/1 SAB

Celuli cu strat monomolecular : MDCK

Serviciul de expertizd in igiena sanitara si industrials — Institutul Pasteur de Lille
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Organisme testate:

6.

Serviciul de expertizi in igiena sanitara si industriald — Institutul Pasteur de Lille
Acest document contine 8 pagini.
Reproducerea acestui raport de testare este autorizatd numai sub forma reproducerii integrale fotografice.

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

Materiale si metode

6-1 — Determinarea infectivitatii (titrarea virusului)

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

Suspensia virala netratati (suspensie gata de control si de stoc) precum si cea tratati 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 plécii de microtitrare continind celulele confluente, pornind de la cea mai
mare dilutie. Dupa o ora de incubare la 37°C in prezentd 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 si apoi 5 zile de

incubare. Calculul pentru titrarea infectivitatii 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,
tinand cont de linia celulara care permite descrierea virusului testat.

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

urméatoarele conditii:

Metoda de diluare este prima testati. Ea este validati daci diferenta intre log TCIDS50 titru virus din suspensia
de stoc si gradul de non citotoxicitate este > la 5 log. Daca situatia nu este asa, se va folosi cromatografia de
excludere moleculara. Pentru validarea conditiilor, metoda este similard cu prima. Daci rezultatele nu sunt

satisfacatoare 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 apa pentru preparat injectabil, apa ppi, 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, pornind de la cea mai mare dilutie. Dupi o ori de incubare la 37°C in prezenta 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 depéseascd cea mai lunga perioadi de culturd de virus, cultivatd pe sistemul studiat

(5 zile). /]

Orice referire la Institutul Pasteur de Lille se va face numai cu acordul prealabil expres, exprimat in scris, de citre unul dintre
reprezentantii sai legali.
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2- Tehnica cromatografiei de excludere moleculari, cu 0 moleculs pe coloane Microspin™S-400 HR:

Solutia de produs testata, cu adaos de apa pentru preparat injectabil, apa ppi, este filtrati pe coloanele
Microspin™S-400 HR. Apoi, solutia filtratd 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 placii de microtitrare. Dupi o ori de incubare la
37°C, cu 5 % prezenta de CO2, 0,1 ml din mediul de culturs este adaugat in fiecare godeu. Efectul de
subcitotoxicitate este evaluat dupd o etapi de incubare care nu trebuie sa depaseascd cea mai lunga perioada de

cultura de virus, cultivati pe sistemul studjiat.

6-3 — Sensibilitatea celulej Ia virus

Scopul acestui test este de a se asigura ci celulele MDCK cu solutia testatd (la concentratiile de
subcitotoxicitate) nu modifici comportamentul virusului cu celulele. Sensibilitatea celulelor in raport cu virusul
este evaluata prin comparatia dintre titrul virusului din suspensia virald de stoc, obtinuta pe o celuld cu strat

monomolecular, tratati cu dilutie subcitotoxici de dezinfectant, si celula cu strat monomolecular netratati.

Tratamentul celulelor (la concentratia subcitotoxici a dezinfectantului)

Se distribuie 0,1 ml din dilutia non citotoxici aparent cea mai slaba 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 virali de stoc est diluata in serii de 10" la 10", Apoi, se
adauga 0.1 ml din fiecare dilutie in fiecare godeu. Placile 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 calcului titruluj de infectivitate, determinat prin metoda Spearman-Karber.

Celule netratate cu concentratia subcitotoxici a dezinfectantului

Se aplica aceeasi procedura ca la celulele tratate, Singura diferenti este c3 dilutia subcitotoxici este inlaturata cu
MEM 2% ser fetal de vitel. Doar aceste dilutii ale produsului por fi utilizate in vederea determinirii infectivititii

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

Validarea testului:

Diferenta intre log pDICTSO $i titrarea celulelor tratate §i netratate trebuie sj fie de < | log pentru ca testul de

sensibilitate a celulelor virusului si fie validat.
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6-4 — Controlul eficientei in vederea suprimirii activititii dezinfectantului

Diluarea in mediu foarte rece

Imediat dupd prepararea amestecului testat (virus + substanti interferenti + solutie testatd) (d = 10""), reactia
este oprita: se adaugi 0,5 ml din amestecul testat in 4,5 ml MEM foarte rece + 2% ser fetal de vitel (d = 10"%),
Dilutiile se fac in acelasi mediu de la 10" la 10". Virusul gripal A HINI este titrat conform descrierii de la

paragraful 6-1.

Tehnica de filtrare

Imediat dupa prepararea amestecului testat, reactia este oprita prin adiugarea a 1 ml de coloane Microspin™S-
400 HR.
Dupa centrifugare, produsul filtrat este diluat in MEM foarte rece + 2% ser fetal de vitel de la 10" la 10". Virusul

gripal A HIN1 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
interferentd §i o solutie testati.
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 fiecirui 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 HINI1 cu etanol, avind ca scop
controlul comportamentului germenelui nostru cu agentii chimici., Acest control necesitd respectarea
urmatoarelor proceduri:

Controlul citotoxicititii etanolului opus liniei noastre celulare

Controlul eficientei activititii oprite

Testarea virucida a etanoluluj (5, 15, 30 5i 60 minutes)

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

Solutia testati va fi substituita cu apé.
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Virusul gripal A HINI este titrat conform descrierii de la paragraful 6-1.

7. REZULTATE

7.1 Titrarea virusului:

Titrul infectivititij suspensiei virale: 7,625 in logUI/ml

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

eliminarij citotoxicitatii, tehnica de detoxifiere pe coloane Microspin TH S-400. este cea potrivitd (vezi tabelul

)
Tabel 1 Grad de citotoxicitate (log) —[
Tehnica de diluare cu CI 3,5
Ultrafiltrare pe coloane MicrospinTM S-400 C2 _ 2,5

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

tabelul 2), prin urmare testul este validat.

Tabel 2 B Celule tratate: A ___Celule netratate: B |
'ig DICTS50 7,75 8,00

7.4 Activitatea virucidi a produsului

Tabelul 3 indica rezultatele obtinute in urmitoarele puncte:
Controlul eficientei pentru suprimarea activititii dezinfectantului
Testarea virucida
Testul de inactivare a virusului

Titrarea virusului
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Nr. raport IPL: 1550909MA
8. CONCLUZIE

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

Lille, 12 octombrie 2009
Modificat, 21 octombrie 2009

Isabelle WATBLED Mane-Florence GTREAUDOT

Sef tehnic Doctor in medicina

Serviciul de expertiza in igiena sanitara si industrial — Institutul Pasteur de Lille

Acest document contine § pagini.

Reproducerea acestui raport de testare este autorizata numai sub forma reproducerii integrale fotografice.

Orice referire la Institutul Pasteur de Lille se va face numai cu acordul prealabil expres, exprimat in scris, de citre unul dintre
reprezentantii sai legali.
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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 englezd

care a fost vizat de cdtre mine.

TRADUCATOR AUTORIZAT

SOLDAN Mioara




