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L Materialul si metodele:

Identifi carea esantioanelor

Numele.gi descrierea produsu Iu i:
beneltctar:

Data de receplie in laborator:
PH:
Aspectul produsului:

NOCOLYSE
Oxyp^ahrm-91 7, rue Marcel paul _ ZA des Grands Godets _
9450^8 gHAMptCNy SUR MARNE Cedex
04/08t2003
5

incolor

1) Materialul:

a) ?rodusul utilizat:
Produsul Nocolyse lolosir in l/l0e

b) Mediul utilizat
Mediul utilizat pentru cultura celulard
-Celule VERO ATCC 8l CCL: mediu EAGLE MEM +glutamine + gentalline s pglml. amtnoacizi + ser fetal de vi{el

-Celule KB: mediu EAGLE MEM + ser fetal de vitel + glutamind + gentalline gpg/ml.
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c)

cele trei cerule utilizate provin din coreclia de culturi na{ionare de microorganisme
[CNCM Instirutul pasteur de Lille].
l. Enterovirus polio l, 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 -g0"C in doze unice de utilizare.Determinarea efectului citopatic (ECp) s_a realizat in urmdtoarele condilii:
Dupi 5 zile, Ia temperatura de 37 "C.

Tehnica de titratre ne celule in suspensie
in toate recipientele mari (300 pl) pentru microplici, puneli 150 pl din mediul de culturd in primaserie de 8 recipiente, apoi adiugali 50 pl de suspensie virali titratd. Dupd omogenizare, mutali 50 t_rrdintr-un recipient in altur (cu excepfia urtimei serii care ajutd la observarea ceruleror); acest procesne conduce la o dilu{ie de 4 la 4 dupi repetarea procesului de dilulie de g ori.
in cele din urm6, addugali in toate recipientele 100 pl din suspensia cerurard pe mediul de culturd,care contine 105 celule pe mililrtru.

Jinerea sub observalie se va face la microscop (timp de 5 zire) dupa incubare la temperatura de37 oC si menlinerea unei atmosfere cu 5olo conlinut de CO2.
Titrarea efectuatd dupd aceastd metode este sirnilard metoderor FISHER $i YATES care folosesctabele 

'YSHARK 
9i DETRE. Vom obline nurndrul estimat de uniteti infectate pe miliritru.

2) Metode

Tehnica determinatd in funcfie de proba de bazd:
Tehnica de separare a produsului-virus, filtrarea pe gel LH2O.

Proceduri preliminare:

a) Pregdtirea suspensiei virale
Luali 107 unitdli de suspensie viral5 infeclioasi titratd pe mililitru care conline 2yoser fetal de vifelpentru Enterovirus Polio I gi pentru virusul orthopox al vaccinului. l0i ul/ml pentru Adenovirus detip uman V.

Serviciul de expertizi a igienei sanitare _ INSTITUTUL pASTEUR DE LIL;



- Traducere din limba englezd in timba romend -
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Concentrafia suspensiei virale
- Enterovirus polio I =
- Virusul Orthopox (al vaccinului) =
- Adenovirus de tip uman V =

Titrarea virusului:

- Enterovirus polio I =
- Virusul Orthopox (al vaccinului) =
- Adenovirus de tip uman V =

1 .25 mg/ml

l.l4 m{ml

0.9 mg/ml

log 7 .34

log 7.32

log 6.98

b)

Produsur NOCoLysE gi produs'r molecurar filtrat au fost diluate de Ia l ra l0{ in pBS
Dulbecco.

Cultivarea de celule in suspensie in timpul experimentului

' 
puneti 0'l ml mediu de curtur' (20/o ser fetal de vilel) in toate suporturile de pe plang'o in seriile alaturate primeror patru suporturi, adiugali 0.05 mr pentru fiecare diruJie adezinfectantului

t 
Ynir: 

serie de 4 suporturi primeqte 0.05 ml de sorulie salini netratatd, sreriri fdri
oeZnlectare_

o Adiugati 0.1 ml de suspensie mediului de culturi confindnd 105 celule/mlr PIanSa va fi acoperiti gi menlinuti in incubator la temperatura de 37 .c, intr_o atmosferi cu5% con{inut de CO2.

Efectul citotoxic sub parametrii normali a fost observat dupd o perioadd de incubare egald cu celmai lung interval de cultivare a suspensiei in sistem linut sub obervatie, adici de 5 zire.

c) Tinerea sub observatfeejlilSilarii efectului vira
Acest studiu are ca scop asigurarea cd prin filrarea produsului a fost eliminati orice activrtarevirall.

Puneli produsur filtrat, obtinut prin firtrarea molecurari, in contact cu virugii din suspensie
timp de o ord, la temperatura de 4 oC.

Efectuali titrarea suspensiei orale tratate in aceleagi conditii ?n pBS.

ul de expertiza a igienei sanitare _ INSTITUTUL PASTEUR DE LILLE
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La VERO

La KB

La VERO

La KB

Filtrat (pur)

d = 106

d=106

d = 103

d=103

U5 d: lOa

d= lOa

Filtrat(l/5) d=103

Raport ff. :l6l103 - 4/6

l/10 d = lga

d= 104

Filtrat (l/10) d=102

b) Tinerea sub o
Concentralia prodr

d=1

rsului filtrat (Zo) l/10

d: 103 d= 102

VIRUS

1 Poliovirus

Virusul vaccinului

Adenovirus

SOLUTIE T TRATA VIRALA iN LoI }ARITMI(UI/ML)

;f "'*Virus+produs filtri t Virus sub control*pB

Log 7 .34

Log 7 .7l

Log 7 .32

Log7.23

Log7.33

Log 7.32

Log7.33

Log 7 .32

Log 6.98

Validitalea tesrului: confi rmati.

Detalierea testului:
Pentru fiecare virus investiga! pregAtili 2 fla(
Unul oentru test (R) confine 100 pl suspensie
Unul oentru conhol (T) con{ine 100 pl susper

Dupi omogenizare (Vortex), puneli flacoa
temperaturi (20 .C pentru dezinfectanli).

Dupd perioade de incubare de 15, 30 qi 60 m
filtrarea cu gel.

de expertizd a igienei
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i pi 900 pl produs.

rali 9i 900 pl solulie sa.

la dubli sterilizare br

misurate periodic, efec
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Suporturile inoxidabile au fost in totalitatq acoperite. Aceste st

capitul deschis al acestora este prevezut un ffltru din poliester care

linba englezd romAnd -
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pistreazd dezinfectantul

cu cea a suspensiei virale

conlin tuburi mobile; la

tubul.

Susoensia Sephadex

22g cu 100 ml pBS.

lesafi-o la temperatura

Protocol de operare

Egantioanele Rl5, 30, 60 qi T60 au fost ampfasate in partea superioard coloanei Sephadex. Toate

de preferinla la

I ml.

gi de timpul minim de

cu 4 decimale.

au fost centrifugate la 10009 timp de l0 {ninute, intr_o centrituge
temperatura de +4 .C. Oblineti produsul filtrat steril. Volumul obtinut ,

Serviciul de expertize a igien€i _ INSTITUTUL P DE LILLE
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CONCLUZII

Produsul NOCOLYSE este activ la o

engtezd in romend -

Raport nr. :16l103 _ 6/6

de l/10, dupd 60 minute de contact Dentru

de tip uman V, in
virugii Enterovirus polio I, Orthopox ( vaccinului) 9i
conformitate cu standardul AFNOR NF T 72

Responsabil tehnic
Andrde TORpIER

Lille, 19

$ef
Franck

Timo de contact
Virusul vaccinului

de expertizd a igienei _ INSTITUTUL PASTEUR



- Traducare din lim a engteze In limb

Subsemnata SOLDAN Mioan,
nr. 9069 / 2Z.0O.2OO7, ceftific e
oiginal in limba englezd care a fo vizat de cdtre

autoizat

acestei

Ministerul Justiliei cu

cu documentul

TOR AUTORIZAT

OLDAN



- Traducere din limba englezd tn limb
Pagina 1 din g
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RAPORTUL TESTULTI
NF EN 14476 _ ACTTVITATEA VTRUCTDA

A PR.ODUSULUI NOCOpYSE (lot 220709 OS)

l.

z.

Pasteur
de lrtte

Nr. Raport IPL: 1550909MA

Acest raport se referi exclusiv la produsul supus testirii.

Identifi carea clientului ;

client: oXY'PHARM - 9r7 rue Marcel paul - Zd des Grands Godets - 945Q8 champigny sur Marne

Identifi carea esantion ului
Nume produs: NOCOLYSE

Lot nr.:220709 OS

Fabricant: OXY'PHARM - 917 rue Marcel paur - ZA des Grands Godets - 9{508 champigny sur Mame
Conditii de depozitare: temperatura camerei, intuperic

Substan(e active: nu sunt indicate

Aspectul produsului: Iichid transparent

Diluanlii pentru produs recomandati de fabricant pentru utilizare: produs gurl pr"pu.u,

3. Perioada de testare:

Data livr[rii: 2009/09 / 07

Dateletestelor :2009/09/16pdndla2009/09/28 7@O
(i:,'",blAl[d4

Kr"$'ISewiciul de expertiza in igiena sanitara gi industrial6 _ Instituqul pasteur de Lill" : 
IAcesr document conline g pagini
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Nr. raport IpL: 1550909MA

Principiul de testare

Studiul consti in stabilirea activitdlii virucide a produsului testat _ organilmu I Virusul gripat A_HINI. Acest
produs este in conformitate cu EN 14476 dac6, in una dintre condifiile af t"rtur", demonstreazi cel pulin o
reduclie 4 log dupl :

o 60 de minute timp de contact pentru instrumente gi dezinfectanli n{ntru suprafele
o I minut sau 30 de secunde timp de contact pentru curilarea 9i spil{rea igienicd a mdinilor

in conformitate cu standardul European 14476, se poate alege $r resta 
\lln timp adifional, in condiliile de

efectuarea a testului.

Tiharea propo(iilor din suspensia virali..

Test preliminar constand in determinarea nivelului citotoxicitilii supuse conform liniei celulare
necesar€ detecterii virusului. Aceasti etap4 permite definirea

corespunzetoare sensibilite,tii celulelor din virusul testat.

citotoxice a produsului,

Testul de inactivare a virusului cu etanol 25 % (vlv).Aceasti etap6

testare prin metoda de testare.

Testarea virucidd

Efectuarea controlului virusului.

un control al sistemului de

5.

Diluant produs :

Concentralia produsului testat :

Amestec de probd :

Timp de contact (obligatoriu) :

Timp de contact (adilional) :

Temperatura de testare :

Temperatura de incubare :

Metoda de neutralizare :

Grad ridicat de murdirie :

Celuli. cu strat monomolecular :

4pn ppi
80%

omogen

60 de minute

20.c+l"c
3i7oC+loC+syoc\z

Detoxifierea pe coloane

0;3gll SAB

MDCK

TH 5-400.

servici.l de expertizd in igiena sanitard ri industriala - Institutul pasteu de Li[eAcest document con{ine g pagini.
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Organisme testate:

Virusul gripal tip A_ HINI_ ATCC_IJRI+69 1t0r la IO8 Ui/ml).

in linqa romend

6. Materiale si metode

6-1 - Determinarea infectivitifii (titrarea virusului)

Infectivitatea a fost determinatl prin intermediul diruliei finale in cadrul urlei microanalize.
Suspensia virald netratate (suspensie gata de control gi de stoc) precum fl cea tratata de produs la o concentratie
de test de 80oZ sunt diluate in serii de 10",' Ia 10,'rr maxim, in MEM + 2% FCS inghefat. 0.1 ml din fiecare
dilulie este transferat in 8 godeuri ale plicii de microtitrare conqindnd cel{lele confluente, pomind de la cea mai
mare dilulie. Dupi o ora de incubare la 37.c in prezenla de coz (5 %),0,1 mr din mediul de cultur6 este
adiugat in fiecare godeu. Pentru citirea ECP, se va folosi zilnic un micro$cop inversat, dup[ 2 qi apoi 5 zile de
incubare. calculul pentru titrarea infectivitdJii este determinat prin metoda Spearman-Karber.

6-2 - I)eterminarea dilutiei subcitotoxice a dezinfectantului

Scopul acestui test este stabilirea concentratiei de dezinfectant chimic fir{ a induce nici un semn de toxicitate,
linAnd cont de linia celularE. care permite descrigrea virusului testat.

urmdtoarele conditii:

Metoda de diluare este prima testati. Ea este validati daci diferenla intre log TCID5O titru virus din suspensia
de stoc ai gradul de non citotoxicitate este ) Ia 5 log. Dacd situatia nu aga, se va folosi cromatografia de
excludere moleculard' Pentru validarea condifiilor, metoda este similari cu prima. Daci rezultatele nu sunt
satisficdtoare din cauza metodei folosite, testul {e dezinfectare a virusului 4u poate fi efectuat.

I - Metoda de diluare:

Solulia de produs testatA, cu adaos de l/5 apn pentru preparat injectabil,

10" in MEM 2 % FCS inghelat. Apoi, 0.1 ml din fiecare diluUe este

microtitrare, pomind de la cea mai mare dilufie. Dupi o o16 de incubare la 7"C in prezenli de CO2 (5 %),0,1
ml din mediul de culture este adiugat in fiecare godeu. Efectul de este evaluat dup[ o etapi de

Nr. raport IPL: 1550909MA

ppi, este diluatd in serii de 10" la

in 8 godeuri ale plicii de

virus, cultivatd pe sistemul studiat
rncubare care nu trebuie s6 depigeasci cea mai lung6 perioadd de culturi
(5 zile).
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6-3 - Sensibilitatea celulei Ia virus

limba englezd ln
Fagina 4 din 9

limpa romane -

Solulia de produs testati, cu adaos de ape pentru preparat injectabif, ape ppi, este filtrata I coloanere
MicrospinrMs-400 HR. Apoi, solufia filtrati este diluatl in serii de 10,2 la 10"6 in MEM + 2 % FCS inghelat.
Apoi' 0 l ml din fiecare dilutie este transferat in 8 godeuri ale plicii de r]ricrotitrare. Dupi o ord de incubare la37"C, cu 5 Yo prezen!6. de Co2,0,1 mr din mediul de curtura este {ddugat in fiecare godeu. Efectur desubcitotoxicitate este evaluat dupa o etapa de incubare care nu trebuie si pepiqeasca cea mai lungi perioadi deculturi de virus, cultivatd pe sistemul studiat.

Nr. rapon IPL: 1550909MA

TM

" oqa suuurLcrroxtca a dezmtbctantului)
Se distribuie 0'l ml din dilutia non citotoxicd aparent cea mai srabd a soflu1iei t€state pe fiecare dintre cere g
godeuri ale placilor de microtitrare' stabilite pentru culturile de cerule. pripile sunt incubate la 37"c timp de o

ljl,,ll "jl,l:li" 
t-* ror...in acelaei timp, suspensia virald de stoc est dfruati in serii de 10,, la 10,,. Apoi, seadaugd 0 1 ml din fiecare dilutie in fiecare godeu. Pldcile sunt incubate dfn nou la la 37.c timp de o ori, cuconJinut de 5 % co2' Se adaugi 0'1 ml de mediu celular in fiecare go{eu. citirea ECp este elbctuatd prinintermediul calcului titrului de infectivitate, determinat prin metoda Spearm{n-Karber.

Celule netratate cu concentratia subcitotoxici a dezinfectantului
Se aplici aceeaqi procedurd ca la celulele tratate. Singura diferenfa este c6 dirulia subcitotoxic6 este inlaturata cuMEM 2% ser fetal de vitel Doar aceste dilu{ii ale produsului por fi utilizate [n vederea determindrii infectivitdlii
reziduale care produce o reduclie de titru a virusului de < I log.

Validarea testului:

Diferenla intre log Dlcrso $i titrarea celulelor tratate $i netratate trebuie sal fie de < I log pentru ca testul desensibilitate a celulelor virusului si fie validat.

VSoaeti\/"s" a

I soloar
' 

'ltttoln4

K:.1'd$i:?,f::iht#:*11in ierena sanitara ri industriara - rnstitutul pasteur de Liue
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6-4 * Controlul eficienlei in vederea suprimErii activiti{ii

Diluarea in mediu foarte rece

Imediat dupd prepararea amestecului testat (virus + substante

€ste opriti: se adaugd 0,5 ml din amestecul testat in 4,5 ml MEM fbarte
Diluliile se fac in acelagi mediu de la 10,, la 10,,. Virusul gripal A Hl
paragraful 6- L

Tehlica de filtrare

Imediat dupi prepararea amestecului testat, reaclia este oprita prin
400 HR.

Dupi centrifugare, produsul filtrat este diluat in MEM fo arte rece + Zyo
gripal AHINI este titrat conform descrierii de la paragraful 6_1 .

6-5 - Testarea virucidi

Scopul unui test virucid pentru un dezinfect4nt este punerea

interferenti gi o solufie testata.

Reaclia este oprita dupA timpul de contact indicat :

Prin diluarea in mediu foarte rece (MEM)

Prin tehnica de filtrare pe coloane MicrospsinrMs-400HR.

un mediu foarte rece. Titrarea fiecirui tost este stabilitd conform

6-6 - Testul de inactivare a virusului la Ethanol 25 % (v/v)
Testele virucide sunt efectuate pe suspensii stocate ale virusului gripal
controlul comportamentului germenelui nostru cu agenlii chimici.
urm6toarelor proceduri:

Controlul citotoxicitalii etanolului opus liniei noastre celulare

Controlul eficienlei activitef i oprite

Testarea virucidd a etanolului (5, 15, 30 gi 60 minuresl

6-7 - Titrarea standard a virusului

Infectivitatea suspensiei virare testate va fi det9rminati in conditiile dr

minute gi 60 minute.

Solu{ia testatl va fi substituitd cu ap6.
serviciul de expertizd in igiena sanitard $i industriald - Institutqr pasteur de LiueAcest document conline g pagini.
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+ solutie testate) (d = 10,'r), reaclia

+ 2Yo ser fetal de vitel (d= 10"2;.

este titrat conform descrierii de la

a I ml de coloane Microspinrus-

fetal de vilel de Ia 10" la 10,'. Virusul

a suspensiei virale cu o substantA

filtrat este diluat din l0 in l0 intr-

HlNl cu etanol, avAnd ca scop

necesitd respectarea

avAnd ca timp de contact 0

control

il scris, de c6tre unul dintre
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Virusul gripal AHINI este titrat conform desorit

REZULTATE

7.1 Titrareavirusului:

Titrul infectivitili suspensiei virale : 7,625 in logL

7.2 Cilotoxicitatea produsului

Examinirile au ardtat ca, IEri tratament, dezin

elimindrii citotoxicialii, tehnica de detoxifiere pe

l)

7.

englezd in lin
ina 6 din I

:rii de la paragraful 6- l.

IUml

Fectantul avea o toxici

coloane Microspin TH

romand

Nr. raport IPL: I

de 3,5 IogCD50/mt. in

r0. este cea potrivitd (vezi

I abel I
Grad le citotoxicitate (tog)

Tehnica de diluare cu Cl

Ultrafiltrare pe coloane MicrospinTM 5_400 C2
3,5

'r<
7,3 Sensibilitatea celulelor

Diferen{a intre titrarile virusului pe celulele tratate (A) $i celulele netramte
tabelul 2), prin urmare testul este validat.

) este mai micd dec6t I (vezi

Celule netratate: B
Tabel 2 Celule fretrte. a
Log DICT50

lrlJ 8,00

7.4 Activitatea virucidi a produsului

Tabelul 3 indici rezultatele obtinute in urmetoarple puncte:

Controlul efi cientei pentru suprimarea activitetii

Testarea virucidi

Testul de inactivare a virusului

Titrarea virusului

'l:t^11:1Y11111 * l*iena sanitara qi industriala - rnstirutul pasteur de Lilleoocument contine g pagini.
du-cerea acestui raport de testare estt
reterlre la lnstiturul pur,"* a" litt" -lYnzatd 

numai sub forma reproducerii integrale
entantii sai legali. se va lace numai cu acordul prealabil expres, ixpri

H)i
t€.**"^*lIJhKg. I

grafice.
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550909MA
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- Traducere din timb

8. coNCLUZm

Produsul NOCOLySE, lot nr. 2200709, este activ

mediu curat asupra virusutui gripal tip A_HINI.

Isabelle WATBLED

$eftehnic

Serviciul de expertiztr tr igiena sanitard qi industriall _
Acesr document conline g pagini.
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Pasteur de Lille

engteze tn lim a romend -

Nr. raporr IpL: 1550909MA

de 60 rninute NF EN 14476 in
% dupd un timp de

Lille,12

Modifica! 2l

Mane-Florence

Doctor in

forma reproduceri i integrale



- Traducete din limb englezd ln a romene -
9ding

Subs ernnata SOLDAN Mioara. autorizat de
2 2.05. 2 003, certific exactitatea acestei cu

Justiliei cu nr. 9069 /
original tn limba englezd

care afost vizat de cdtre mine.
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