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WATEROX un Virusidal Etkinlik Test Sonug Raporu

1. GENEL CALISMA VE SONUC BIiLGILERI

1.1.Genel

Nisan-2019/ANKARA

Calisma Adi: WATEROX Virusidal Etkinligi

Proje Numarasi: MT-0003
Protokol Numarasi: VT.0003

Test Yeri: Antimikrop Ar-Ge ve Biyosidal Analiz Merkezi

Nasuh Akar Mah. Stileyman Haciabdullahoglu Cad. No: 37/1 Cankaya/Ankara

1.2.TEST MADDESININ TANIMI

1.2.1. Test Maddesi:

Numunenin Alindigi Tarih:
Deney Baslangig Tarihi:

Calisma Tamamlanma Tarihi:

1.4. SONUCLARIN OZETi
Test Maddesi:

Kullanilan yogunluk:
Viriisler:

iViaruz Kalma Suiresi:
Maruz Kalma Sartlar::
Maruz Kalma Sicakhg::
Etkinlik Sonucu:

Waterox: 2 adet (Komponent A ve B) i1sik
gecirmeyen agzi kapal beyaz renkli plastik

sige
Uretim Tarihi: ...........

Lot Numarasi: ................

27 SUBAT 2019

02 MART 2019
05 MART 2019

WATEROX

Uretici tarifine gore sulandirmadan kullanildi
Poliovirus Tip 1

15 dakika

Temiz Sartlar: 0.3 g/1 bovine albumin soliisyonu
Oda sicakhgi (22-24 C)

Waterox; TS EN 14476+A1 Mart 2016 standardi ‘Kimyasal dezenfektanlar ve antiseptikler -

Tipta kullanilan kimyasal dezenfektanlar ve antiseptikler i¢in viriis 6ldiirme nicel

suspansiyon deneyi - Deney yéntemi ve gerekler (faz 2, adim 1) kullanilarak yapilan

virusidal etkinlik testinde ‘temiz sartlarda’ Poliovirus Tip 1’e viriisiine karsi VIRUSIDAL

ETKi GOSTERMISTIR.

Kalite Sorumlusu

Sorumlu Yonetici

Kimyager Nihan SEVEN

Mikrobiyolojik Analiz
Laboratuvar Birim Sorumlusu
Uzm. Bio. Fulya Pak

Prof. Dr. Murat ERTURK
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2. YONTEM

2.1. Virilis: Bu calismada TS EN 14476+A1 Mart 2016 standardi olan ‘Kimyasal dezenfektanlar ve
antiseptikler - Tipta kullanilan kimyasal dezenfektanlar ve antiseptikler icin virts 6ldirme
nicel siispansiyon deneyi - Deney yéntemi ve gerekler (faz 2, adim 1) de tarif edildigi gibi
Poliovirus type 1, LSc 2ab susu kullanilmigtir. Adi gegen viriis VERO hiicre kiiltiriinde yiksek
titrelerde ¢ogaltilarak -80 C de saklanmistir.

2.2.Test sisteminde kuilanilan hiicreler: Vero hiicreleri 36-37° C'de, %5 CO, ve nemli bir
ortamda pasajlanarak master stok olarak saklanmig; T75 hiicre kiltiir kaplarinda % 10 Fetal
Dana Serumu (FDS), penisilin/streptomisin iceren Dulbecco- Minimum Essential Medium
(DMEM) besi yeri kullanilarak ¢ogaltiimistir.  Virusidal etkinlik testi icin hiicreler 96
kuyucuklu pleytlere ekilerek hazirlanmistir.

2.3.Test Maddesinin Hazirlanmasi:

2.2.1. Waterox: Uireticinin tarifine gbre komponet A ve Komponet B 1:1 oraninda
karistirihp 30 dakika oda isisinda bekietildikten sonra kuilaniidi.
2.4.Siispansiyon Testi: Ozet olarak; engelleyici madde olarak 0.3 g/l bovine albumin sollisyonu
(temiz sartlar) iceren bir ortamdaki virus ile virusidal etkinligi test edilecek maddenin belli
slire inkiibasyonu ve daha sonra ortamdan alinan drneklerde virus varhigini/yoklugunu
tespitine dayanan bir test sistemidir.

Waterox’un virusidal amacla tabi tutuldugu slispansiyon test asamalari su sekildedir:

2.4.1. Virusidal Test (VT): Test maddesinin kullamldigi durumdur: Yapilan istemler sirasi
ile;
2.4.1.1. icerisinde 1 ml engelleyici madde (temiz ortam) bulunan tiipe 1 ml virus
siispansiyonundan eklendi.

2.4.1.2. Uzerine 8 ml test maddesi eklendi. Karistirildiktan sonra 5 dakika beklenip
ortamdan 0.5 ml ornek soguk 4,5 mi % 2 FDS iceren maintenance mediuma
(DMEM) eklendi. Karisim kisa bir siire vortekslendi.

2.4.1.3. Test maddesinin daha sonraki asamada kullanilan hiicre kiiltiir sistemine toksik
etkisini azaltma/gidermek amaciyla 2.4.1.2’deki ortamdan alinan 6rnek
kromatografi kolonundan gegirildi.

2.4.1.4. Kolondan elde edilen eluat % 2 FDS A-MEM kullanilarak 10’ar kat sulandiriidi.

2.4.1.5. Her bir sulandirmadan 96-kuyucuklu hiicre kiltiir kaplarinda hazirlanmig Vero
hiicrelerine eklendi. 72 saat 37°C, % 5 CO2 ortamda bekletildi.

2.4.2. Virus Geri Kazanim Kontrol (VGKK): 2.4.1’de tarif edilen deney sartlarina benzer
sekilde fakat test maddesi yerine distile su iceren bir ortamda virusun belli bir siire
sonra minimum kayipla tekrar elde edilebildigini kanitlamak igin yapiimistir.

2.4.3. Sitotoksisite Testi (STT): 2.4.1'de tarif edilen deney sartlarina benzer sekilde fakat
virus yerine distile su iceren bir ortamda test maddesinin kromatografi kolonundan
gecirildikten sonra elde edilen eluatin hiicreler {izerine toksik etkisinin olup
olmadiginin belirlenmesi igin yapilmistir.
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2.4.4. Notralizasyon Etkinlik Testi (NET): Sitotoksisite test sisteminde tarif edildigi gibi

kromatografi kolonundan gegirilen test maddesinin kalinti olarak etken madde
icermedigini kanitlamak igin yapilan testtir. Burada kolondan elde edilen eluatin her
bir 10 katlik sulandirmasi dusuk titreli virus ile karistirilip hiicre kiiltlirtine ekilir. Test
maddesinin notralize edildiginin gostergesi olarak inkiibasyon suiresi sonunda

virusun Uremesi beklenir.

2.4.5. Pozitif (etkin) Kontrol Testi (VT+): Virusidal test sisteminde tarif edildigi gibi fakat

Waterox yerine PAA (Perasetik Asit) kullanilarak yapilan testtir. Test sonucunda virus
titresinde > 4 Log azalma saglamasi beklenir.

2.5. VERI ANALIiZi

2.5.1.

2.5.2.

Titre Hesaplanmasi: Virus ve sitotoksisite titreleri, Spearman-Karber ydntemiyle
hesaplandi. Hiicre kiltliriniin % 50 sini enfekte eden doz (TCIDso ) ve Hiicre
kiltirinin % 50 ‘sine toksik olan doz (CCso) -logio olarak ifade edilmistir.

Log Azalmasinin Hesaplanmasi: Baslangic (TO) virus miktarinda test maddesinin 5
dakikahk (T5) uygulanmasi ile gerceklesen azalma: TCIDsg TO - TCIDsg T5 sonucu
olarak alinmistir.

2.6. CALISMA KABUL KRITERLERI

2.6.1.

2.6.2.
2.6.3.
2.6.4.

2.6.5.

Virus Geri Kazamm Kontrol (VGKK) testinde en az 4 logio enfektivitenin geri
kazaniimasi,

Sitotoksisite (ST) test calismasinda, sitotoksik diizeyin 3-log lizerinde olmamasi,
Notralizasyon Etkinlik (NET) testinde virus Gremesinin pozitif olmasi,
Pozitif (etkin) Kontrol Testi: PAA’nin virus titresinde > 4 Log azalma saglamasi,

Virusidal etkinlik icin VT TCID50 ile VGKK TCID50 arasinda en az 4 logie fark olmasi,
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3. SONUCLAR

3.1. POLIOVIRUS (TEMIZ SARTLAR) Virusidal Siispansiyon Testi: Temiz sartlarda ylksek titrede
Poliovirus iceren ortama ilave edilen WATEROX ile virusidal etkinlik test ¢alismasinda elde
edilen sonuglar Tablo 1'de gdsterilmistir.

Tablo 1. WATEROX unn temiz sartlarda virusidal siispansiyon testinde Poliovirus’a karsi

virusidal etkisi

Seyreltme Virusidal Test | Virusidal Pozitif Virus Geri Notralizan | Sitotoksisite Hucre
(Log1o) (VT) (VT+) Kazanim Etkinlik (ST) Kontrol
WATEROX PAA (VGK) (NET)
15d. 15d. 15 d.
-1 000 000 +++ % i 000 000
-2 000 000 +++ +++ 000 000
-3 000 000 + 4+ + 4+ 000 000
-4 000 000 + 4+ +++ 000 000
-5 000 000 ++0 ++ 4+ 000 000
-6 000 000 000 +++ 000 000
-7 000 000 000 +++ 000 000
-8 000 000 000 +++ 000 000
TCIDso/ml 3.16e+00 3.16e+00 1.47 e+06
TCIDso Logio 0,5+/-0 0,5+/-0 6,17 +/- 0,21
Logicazalma 5.67 5.67 ETKiLi (24 log)

(+) = virus pozitif (sitopatik etki)
(0)= virus negatif (normal hiicre gériiniimii)
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4. CALISMANIN KAYITLARININ SAKLANMASI

4.1.4. Kayitlarin Saklanmasi: Bu galisma igin 6zel olarak gelistirilen tim orijinal ham veriler
arsivienecektir. Bu orijinal veriler, yalniz bunlarla sinirl olmamak {izere asagidaki bilgileri
icerir: Defterler, veri formlari ve hesaplamalar, elle yazilmig tim ham veriler ile son ¢alisma
raporunun onayli kopyast.

4.2. Test Maddesinin Saklanmasi: Calisma tamamlandiktan sonra, test maddesinin arta kalan
kismi (stabilitesine gore )Sahit Numune olarak saklanacaktir.

5. KAYNAKLAR

5.1. TS EN 14476+A1 Mart 2016: Kimyasal dezenfektanlar ve antiseptikler - Tipta kullanilan
kimyasal dezenfektanlar ve antiseptikler icin viris éldiirme nicel siispansiyon deneyi -

Deney yontemi ve gerekler (faz 2, adim 1)



