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WATEROX'un Virusidal Etkinlik Test Sonuç Raporu

1. GENEL çAL|şMA VE soNUç BiLGitERi

N isan-2019lAN KARA

1.1.Genei

Çalışma Adı: WATEROX Virusidal Etkiniiği

P§e Numarası: MT-0003

Protokol Numarası : W.O003

Test Yeri: Antimikrop Ar-Ge ve Biyosidal Anaiiz Merkezi

Nasuh Akar Mah. Süleyman Hacıabdullahoğlu Cad. No: 37/1Çankaya/Ankara

1.2.TEST MADDESiNİN TAN|Mı

L.7.L. Test Maddesi:
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i.3.çALışMA TARİHLERİ

Numunenin Alındğı Tarih: 27 ŞUBAT 2019
Deney Başlangıç Tarihi: 02 MART 2019
Çalışma Tamamlanma Tarihi: 05 MART 2019

1.4. soNuçtARlN Özrri
Test Maddesi:

Kuilanılan yoğunluk:

Virüsler:
Maruz Kaima Süresi:
Maruz Kaima Şart|arı:
Maruz Kalma Sıcaklığı:

Waterox: 2 adet {Komponent A ve B) ışık
geçirmeyen ağzı kanalı beyaz renkli plastik

şişe

üretim Tarihi:

Lot Numarası:

WATERoX

Üretici tarifine göre sulandırmadan kuIlanıldı

Poliovirus Tip 1

15 cjakika

Temiz Şartlar: a3 e/l bovine albumin solüsyonu
Oda sıcaklığı {22-2a C)

Etkinlik Sonucu:
Waterox; TS EN 14476+A]_ Mart 2016 standardı 'Kimyasal dezenfektanlar ve antiseptikler -

TıPta kulİanılan kimyasal dezenfektaniar ve antiseptikler için virüs öldürme nicei

süsPansiYon deneyi - Deney yöntemive gerekler {faz2, adım 1} kullanılarak yapılan

virusidal etkinİik testinde 'temiz şartlarda' Poliovirus Tip 1'e virüsüne karşı viRusİoıı
ETKİ GÖSTERMişTİR.

kalite sorumiusu
Kimyager f§ihan SEVEN

Mikrobiyolojik Analiz
Laboratuvar Birim sorumlusu

Uzm..Bio. Fulya Pak

sorumlu yönetici

Prof. Dr. Murat ERTÜRK
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WATEROX'un Virusidal Etkinlik Test Sonuç Raporu Nisan-2019/AN KARA

2. YöNTEM

2.1. Virüs: Bu çahşmada TS tN 14476+A| Mart 2016 standardı olan'Kimyasai dezenfektanlar ve

antiseptikler - Tıpta kullanılan kimyasat dezenfektanlar ve antiseptikler için virüs öldürme

nicelsüspansiyon deneyi- Deney yöntemive gerekler {faz 2, adım 1)'de tarif edildiğigibi

Poliovirus type 1, LSc 2ab suşu kullanıimıştır. Adı geçen virüs VERO hücre kültüründe yüksek

titreierde çoğaltıiarak -80 C de saklanmıştır.

2.2.Test sisteminde kuilanılan hücreler: Vero hücreieri 36-370 C'de, %5 CO2 ve nemli bir

ortamda pasajlanarak master stok olarak saklanmış; T75 hücre küitür kaplarında % 10 Fetal

Dana Serumu {FDS}, penisilin/streptomisin içeren Dulbecco- Minimum Essential Medium

{DMEM) besi yeri kullanılarak çoğaltılmıştır. Virusidal etkinlik testi için hücreler 96

kuyucuklu pleytlere ekilerek hazırlanmıştır.

2.3.Test Maddesinin Hazırlanması:

2.?.l. Waterox: üreticinin tarifine göre komponet A ve Komponet B 1:1 oranında

karıştırıiıp 30 dakika oda ısısında bekletiitjikten sonra kuilanıldı.

2.4.Süspansiyon Testi: Özet olarak; engelleyici madde olarak 0.3 8/l bovine albumin soiüsyonu

(temiz şartlar) içeren bir ortamdaki virus ile virusidal etkinliği test edilecek maddenin belli

süre inkübasyonu ve daha sonra ortamdan alınan örneklerde virus varlığınılyok|uğunu

tespitine dayanan bir test sistemidir.

Waterox'un virusidal amaçla tabi tutulduğu süspansiyon test aşamaları şu şekildedir:

2.4.L. VirusidalTest {VT}: Test maddesinin kullanıldığı durumdur: Yapılan işlemler sırası

ile;

2.4.L.1. İçerisinde 1 ml engelleyici madde (temiz ortam) bulunan tüpe 1 mlvirus
süspansiyonundan eklendi.

2,4.1.2. Üzerine 8 mltest maddesieklendi. Karıştırıldıktan sonra 5 dakika beklenip

ortamdan 0.S ml örnek soğuk 4,5 ml ö/o 2 FDS içeren maintenance mediuma

{DMEM} eklendi. Karışım kısa bir süre vortekslendi.

2.4.I.3. Test maddesinin daha sonrakiaşamada kullanılan hücre küitür sistemine toksik

etkisini azaltma/gidermek a macıyla 2.4.t.2' deki ortamdan a lına n örnek

kromatografi kolonundan geçirildi.

2.4.L.4. Kolondan elde edilen eluat % 2 FDS A-MEM kuilanılarak 10'ar kat sulandırıldı.

Z.4.L.5. Her bir sulandırmadan 96-kuyucuklu hücre kültür kaplarında hazırlanmış Vero

hücrelerine ekİendi. 72 saat 37o C, o/o 5 co2 ortamda bekletildi.

2.4.2. Virus Geri Kazanım Kontrol {VGKK}: 2.4.1'de tarif edilen deney şartlarına benzer

şekilde fakat test maddesi yerine distiie su içeren bir ortamda virusun beili bir süre

sonra minimum kayıpla tekrar elde ediiebildiğini kanıtlamak için yapılmıştır.

2.4.3. Sitotoksisite Testi {STT}: 2.4,1'de tarif edilen deney şartlarına benzer şekilde fakat

virus yerine disti|e su içeren bir ortamda test maddesinin kromatografi kolonundan

geçirildikten sonra elde edi}en eluatın hücreler üzerine toksik etkisinin olup

olmadığının belirlenmesi için yapılmıştır.
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WATEROX'un Virusidal Etkinlik Test Sonuç Raporu Nisan-2019/AN KARA

2.4.4. Nötralizasyon Etkinlik Testi {NET}: Sitotoksisite test sisteminde tarif edildiği gibi

kromatografi kolonundan geçirilen test maddesinin kalıntı olarak etken madde

içermediğini kanıtlamak için yapılan testtir. Burada koiondan elde edilen eluatın her

bir 10 katlık sulandırması düşük titreli virus ile karıştırılıp hücre kültürüne ekilir. Test

maddesinin nötraiize edildiğinin göstergesl olarak inkübasyon süresi sonunda

virusun üremesi beklenir.

2.4.5. pozitlf (etkin} Kontrol Testi {W+): Virusidal test sisteminde tarif edildiğigibi fakat

Waterox yerine PAA (Perasetik Asit) kullanılarak yapılan testtir. Test sonucunda virus

titresinde > 4 Log azalma sağiaması beklenir.

2.5. VERİANALizı

2.5.t. Titre Hesaplanması: Virus ve sitotoksisite iitreieri, Spearman-Karber yöntemiyle

hesaplandı. Hücre kültürünün% 50 sinienfekte eden doz (TClDso)ve Hücre

kültürünün % 50 'sine toksik olan doz (CCso ) -logıo olarak ifade edilmiştir.

Z.5.2. Log Azalmasının Hesaplanması: Baş[angıç {TO}virus miktarında test maddesinin 5

dakikalık (T5) uygulanması ile gerçekleşen azalma: TCIDsOT0 - TCiDso T5 sonucu

olarak alınmıştır.

2.6. çAtlŞMA KABuL KRiTERLERİ

2.6.!. Virus Geri Kazanım Kontrol (VGKK} testinde en az 4 logo enfektivitenin geri

kazanılması,

2.6.2. Sitotoksisite {ST} test çalışmasında, sitotoksik düzeyin 3-1og üzerinde olmaması,

2.6.3. NötraIizasyon Etkinlik {NET) testinde virus üremesinin pozitif olması,

2.6.4, Pozitif (etkin} KontrolTesti: PAA'nın virus titresinde > 4 Log azalma sağlaması,

2.6.5. Virusidal etkln|ik için VT TCIDSO ile VGKK TC|D50 arasında en az 4 logıo fark oiması,
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WATEROX'un Virusidal Etkinlik Test Sonuç Raporu N isan-2019/AN KARA

3. soNuçLAR

3.1, POLİoVinus 1rrıvıiz şARTLAR} Virusidal Süspansiyon Testi: Temiz sartlarda yüksek titrede
Poliovirus içeren ortama ilave edilen WATEROX ile virusidal etkinlik test çalışmasında elde

edllen sonuçlar Tablo 1'de gösterilmiştir.

Tablo 1. WATEROX'unn temiz §artlarda virusidal süspansiyon testinde Poliovirus'a karşı

virusida i etkisi

(+) = virus pozitif (sitopatik etki}

(0}= virus negatif {normal hücre görünümü}

5eyreItme
( Logıo)

virusidal Test
(VT)

WATERoX
15 d.

virusidaI pozitif

(VT+)

PAA
15 d.

Virus Geri
Kaza n ım

(VGK)

15 d.

Nötralizan
Etkinlik
(NET)

sitotoksisite
(sT)

H ücre
Kontrol

-1 000 000 +++ +++ 000 000

-2 000 000 +++ +++ 000 000

-3 000 000 +++ +++ 000 000

-4 000 000 +++ +++ 000 000

-5 000 000 ++0 +++ 000 000

_6 000 000 000 +++ 000 000

-7 000 000 000 +++ 000 000

_8 000 000 000 +++ 000 000

TClDso/ml 3.16e+00 3.16e+O0 t.47 e+a6

TClDso Logıo 0,5 +/- 0 0,5 +/- 0 6,t7 +/- 0,21,

l no.^ azılmalv6lv u.vlı ı lu q, 47 qA7 ETKiIİ(>4log}
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çALışMAN|N KAYıTLAR|N|N sAKLANMAsl

4.L.4. Kayıtların Sakianması: Bu çalışma için özel olarak geliştiriien tüm orijinal ham veriler
arşivlenecektir. Bu orijinalveriler, yalnız bunlarla sınırlı olmamak üzere aşağıdaki biigileri

içerir: Defterler, veri formları ve hesaplamalar, elle yazilmış tüm ham veriler ile son çalışma
raporunun onaylı kopyası.

4.2. Test Maddesinin Saklanması: Çalışma tamamlandıktan sonra, test maddesinin arta kalan

kısmı {stabilitesine göre )Şahit Numune olarak saklanacaktır.

KAYNAKIAR

5.1. Ts EN 14476+41 Mart 2O16: Kimyasol dezenfektanlor ve antiseptikler - Tıpta kulİanıİan

kimyasal dezenfektanlar ve ontiseptikier için virüs öldürme nicel süspansiyon deneyi -

Deney yöntemi ve gerekler (foz 2, adım 7}
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