
№  доклада IPL: 1550909MA - 1 / 8

ПРОТОКОЛ ИСПЫТАНИЯ

NF EN 14476 - ВИРУЛИЦИДНОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ

ПРЕПАРАТА NOCOLYSE (серийный № 220709 OS)

на вирус гриппа типа А-H1N1
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Настоящий доклад касается только продукта, подлежащего испытанию

1. Идентификация клиента:

ОКСИФАРМ -917 rue Marcel Paul – ZA des Grands Godets – 94508 Champigny sur Marne

2. Идентификация образца:

Название препарата: NOCOLYSE

Серийный №: 220709 OS

Изготовитель: ОКСИФАРМ -917 rue Marcel Paul – ZA des Grands Godets – 94508 Champigny sur Marne

Условия хранения: при комнатной температуре, в темноте

Активные вещества: не указано

Состояние продукта: прозрачная жидкость

Растворитель препарата, рекомендованный изготовителем для применения: готов к использованию

3. Период испытания:

Дата поставки: 2009.09.09

Дата испытаний: 2009.09.16 по 2009.09.28

Служба экспертизы en hygiène hospitalière et Industrielle - Институт Пастера де Лилль –
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4. Принцип испытания:

Исследование состоит в определении степени вирулицидного воздействия препарата на тестируемый орга-
низм вируса гриппа AH1N1.

Препарат соответствует европейскому стандарту EN 14476, если во время проведения испытания наблюда-
ется значение ниже чем log 4 после:

- 60 минут времени контакта с поверхностью инструмента

- 1 минуты или 30 сек времени контакта протирки и мытья рук

В соответствии с европейским стандартом 14476, дополнительное время может быть выбрано и опробовано
в условиях тестирования.

Осуществление данного стандарта состоит из нескольких этапов, которые включают:

˗ Пропорциональное титрование вирусной суспензии.
˗ Предварительная проверка состоит в определении уровня дезинфицирующей цитоток-

сичности соответствии клеточного ряда, необходимой для обнаружения вирусов. Этот
этап позволяет определить цитотоксическую концентрацию препарата, соответствую-
щую чувствительности клеток к тестируемому вирусу.

˗ Вирусная инактивация осуществляется этанолом 25% (V / V). Этот этап является кон-
трольным в системе метода испытания.

˗ Вирулицидное тестирование.
˗ Осуществление вирусного контроля.

5. Условия проведения испытания:

Разбавитель препарата:
Концентрация тестируемого препарата:
Испытуемые смеси:
Время контакта (обязательное):
Время контакта (добавочное):
Температура проведения испытаний:
Температура инкубации:
Методология нейтрализации:

Условие высокого уровня загрязнения :
Монослой клетки:

Жесткая вода
80%
Однородные
60 минут
/
20 ° C + 1 ° C
37 ° C ± 1 ° C 5% CO2
детоксикация на центрифуге Microspin TH S-
400.columms
0,3 г / л SAB
MDCK
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Тестируемый организм:

Вирус гриппа типа A-H1N1-ATCC-UR1469 (10-7 10-8 UI / мл).

6. Материалы и методика:

6-1 - Определение инфекционности (титрование вируса)
Инфицированность была обнаружена посредством микроразведения на последнем этапе.
Необработанную суспензию с вирусом (контрольная и запасная) и обработанную препаратом концентрацией
80% в ходе испытания, разводят в пределах 10-2 до 10-10 максимум + 2% FCS замороженного. 0,1 мл каждого
разведения помещается в 8 микроячеек пластины для титрования, начиная с самой высокой концентрации.
Спустя час инкубации при 37 ° С в присутствии СО2 (5%), добавляется 0,1 мл культивируемой среды в каж-
дую ячейку. Подсчет ECP осуществляется под микроскопом ежедневно после двух дней и пяти дней инку-
бации. Подсчитывается титр инфекционности, обнаруженный по методу Спирмана-Kaрбера (the Spearman-
Karber) .

6-2 - Определение цитотоксичности растворов дезинсектанта

Цель этого испытания состоит в определении концентрации химического дезинфектанта, невызывающей
признаков токсичности в отношении клеточного ряда, позволяющего описать тестируемый вирус.

Для устранения цитотоксичности используются два метода, описанные ниже, выбираются в соответствии со
следующими условиями:
Метод разведения является первым в тестировании. Это возможно, если разница между log TCID50 титра
вируса суспензии и не цитотоксичным уровнем ≥ 5 log. Если это не так, то проводится молекулярное осаж-
дение. Первое –это проверка условий метода на соответствие. Если результаты не удовлетворяют некоторым
используемым техническим приемам, тестирование на дезинфекцию вируса является неосуществимым.

1 - метод разведения:
Растворяют испытуемый препарат, добавлением 1 / 5 части воды для инъекционных препаратов (вода жест-
кая), делается разведение в пределах 10-2 до 10-6 максимум, в MEM + 2% FCS замороженного. Затем 0,1 мл
каждого разведения помещается в 8 микроячеек пластины для титрования, мы начали с самого высокого со-
держания. Спустя час инкубации при 37°С в присутствии СО2 (5%), 0,1 мл культивируемой среды добавля-
ется в каждую ячейку. Субцитотоксический эффект оценивается после инкубации, не превышающей период
культивации вируса на изучаемой системе (5 дней).

2 – Метод молекулярного осаждения на молекулярной центрифуге MicrospinTMS-400 HR columns:
Растворяют испытуемый препарат, добавлением воды для инъекционных препаратов (вода жесткая), фильт-
руют на центрифуге MicrospinTMS-400 HR columns. Затем фильтрат разводят в пределах 10-2 до 10-6 макси-
мум, в MEM + 2% FCS замороженного. Затем 0,1 мл каждого разведения помещается в 8 микроячеек пла-
стины для титрования. Спустя час инкубации при 37 ° С в присутствии 5% СО2, 0,1 мл культивируемой сре-
ды добавляется в каждую ячейку. Субцитотоксический эффект оценивается после инкубации, не превы-
шающей период культивации вируса на изучаемой системе.
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6-3 – клеточная чувствительность к вирусу

Цель этого теста - убедиться, что MCDK клеток с тест-раствором (субцитотоксичной концентрации) не из-
меняют поведения вируса с клетками. Чувствительность клеток вируса оценивается путем сравнения титра
вируса, с обработанным монослоем клетки субцитотоксичным раствором дезинфектанта и необработанным
монослоем клетки.

Обработанные клетки (концентрированным субцитотоксичным дезинфектантом)

0,1 мл тестового раствора самой низкой концентрации явно не цитотоксичнен и это распространяется на
каждую из 8 ячеек с клеточными культурами пластинок для титрования. Пластинки инкубируют при 37 ° С в
течение 1 ч при 5% СО2. В то же время, биомассу вируса в суспензии разводят в пределах от 10-2 до 10-10.
Затем, 0,1 мл каждого разведения добавили в ячейки. Пластинки вновь инкубируют при 37°С в течение 1 ч
при 5% СО2. 0,1 мл клеточной среды добавили в каждую ячейку. Считывание ECP осуществлено благодаря
подсчету инфицированного титра, определенного методом Спирмана-Карбера (the Spearmen-Karber).

Необработанные клетки (концентрированным субцитотоксичным дезинфектантом)

Это та же процедура, как и обработка клеток. Единственное отличие состоит в том, что субцитотоксичный
раствор удаляется MEM 2% сывороткой телячьего плода. Только эти растворы препарата может быть ис-
пользованы для определения остаточной инфекционности, вследствие сокращения титра вируса <1 log.

Проверка испытания:

Разница между log DICT50 и титрованием клеток, обработанных и необработанных должно быть <1 log, для
тестовых клеток вируса чувствительность будет действительна.

6-4 - контроль за эффективностью подавления воздействия дезинфектанта

Разведение в холодной среде

Сразу же после подготовки испытательной смеси (вирус + интерферирующее вещество + тест-раствор) (D =
10-1) реакция останавливается: 0,5 мл испытательной смеси помещают 4,5 мл ледяной MEM + 2% сыворотки
плода теленка (D = 10-2).
Разведение осуществляется в тех же пределах от 10-3 до 10-8.
Вирус гриппа H1N1 титруют, как описано в 6-1.

Техника фильтрования
После приготовления испытуемой смеси, реакция останавливается помещением 1 мл в центрифугу
MicrospinTMS - 400 HR columns.

После центрифугирования, фильтрат разбавляют в охлажденной MEM + 2% сыворотки телячьего плода от
10-2 до 10-8.

Вирус гриппа H1N1 титруют, как описано в 6-1.
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6-5 - Вирулицидное тестирование
Суть вирулицидного теста: дезинфектант помещают вместе с вирусной суспензией, интерферирующим ве-
ществом и тестовым раствором.
Реакция останавливается после момента контакта:
- Путем разведения в среде со льдом (MEM)
- Путем осаждения на центрифуге MicrospsinTMS-400HR columns. Фильтрат разводится от 10-2

10-8 в среде со льдом.
Титр каждого испытания определяется как описано в 6-1.

6-6 - испытание инактивации вируса этанолом 25% (V / V)
Вирулицидное тестирование осуществляется добавлением этанола в суспензию биомассы вируса гриппа
H1N1 для контроля за поведением нашего штамма с химическими реагентами.
Этот контроль требует проведения следующих процедур:
- Контроль цитотоксичности этанола по отношению к клеточной линии
- Контроль эффективности подавления активности
- Вирулицидное тестирование этанолом (5, 15, 30 и 60 минут)

6-7 - Титрование стандартного вируса
Инфекционность тестируемой суспензии вируса определяется сразу и спустя 60 мин.
Исследуемый препарат заменяется водой.
Вирус гриппа H1N1 титруют, как описано в 6-1.

7. РЕЗУЛЬТАТЫ

7-1 вирусное титрование:
Титр инфекционности вирусной суспензии: 7,625 в log UI / мл

7-2 цитотоксичность препарата
Исследования показали, что без обработки , дезинфектант имел токсичность 3,5 log CD50/мл. Для устране-
ния цитотоксичности используется метод детоксикации на центрифуге Microspin TH S-400.columms (см. таб-
лицу 1)

Таблица 1 Уровень цитотоксичности (log)

техническое разведение C1 3,5

ультрафильтрация на центрифуге microspin TM S-
400 columns C2

2,5
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7-3 чувствительность клеток

Разница между результатами вирусного титрования обработанной клетки (А) и необработанной клетки (B)
меньше чем 1 (см. таблицу 2), следовательно, тест действительный.

Таблица 2 Обработанные клетки: А Необработанные клетки: B

log DICT50 7,75 8,00

7-4 вирулицидная деятельность препарата

В таблице 3 сведены результаты, полученные по следующим пунктам:

- Контроль эффективности подавления дезинфицирующей деятельности

- Вирулицидное тестирование

- Тестирование инактивации вируса

- Титрование вируса
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Наименование концентра-
ция

Интерферирующее

вещество

Уровень цито-
токсичности log

DICT 50

Контроль ней-
трализации log

DICT 50

log DICT 50 после …..мин. >4 log снижение
после ….мин.

0 5 15 30 60

NOCOLYSE 80% 0,3 г/л SAB 2,5 7,825 < 2,5 - NOCOLYSE 80% 0,3 г/л
SAB

2,5

Этанол 25% PBS 1,5 n.a. 8,125 7,75 Этанол 25% PBS 1,5

Вирусный контроль n.a. PBS n.a. n.a. 8,00 n.d. Вирусный контроль n.a. PBS n.a.

Проверочное

испытание вируса
n.a. 0,3 г/л SAB n.a. n.a. 8,125 n.d.

Проверочное

испытание вируса
n.a.

0,3 г/л
SAB n.a.

Подсчет вирулицидного воздействия: log DICT50 тест ˗ log DICT50 вирусный контроль.



№ Доклада IPL: 1550909MA - 8 / 8

8. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Препарат NOCOLYSE, серийный № 2200709 эффективно воздействует на 80% (при концентрации 80%) после
контакта в течение 60 минут в соответствии с NF EN 14476, при соблюдении чистоты условий, на вирус гриппа
типа А-H1N1.

Лилль, 12 октября 2009

Редактировано 21 октября 2009

Изабель Ватблед (Isabelle WATBLED) Мари-Флоранс Джирадот (Marie-Florence
GIREAUDOT )

Технический руководитель MD, PhD


