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Ekspertyza potwierdzajgca skutecznos¢ urzadzenia Bioclimatic serii
Viroxx
przeciwko wirusowi grypy H1N1 (A/Hamburg/05/09)

Urzgdzenie Viroxx firmy Bioclimatic GmbH (Bioclimatic Sp. z 0. 0.), D-31542 Bad Nenndorf
badano pod katem jego wtasciwosci dezaktywujgcych wirusa grypy H1N1 (szczep
A/Hamburg/05/09). Oceniano skuteczno$¢ zrodta promieniowania UV, zastosowanego w
urzadzeniu.
Wirusa poddawano ekspozycji na promieniowanie UV w podtozu hodowlanym z 0,1%
albuming osocza wotowego (BSA), przez 60 sekund, 1 sekunde i 0,5 sekundy.
Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze zrédio UV, zastosowane w urzadzeniu firmy
Bioclimatic Viroxx z odlegtosci ustalonej przez producenta, juz po 0,5 sekundy
cechowalo sie wilasciwosciami dezaktywujacymi wirusa grypy H1N1, ktérego
zakazalnos¢ po zastosowanej procedurze spadata ponizej progu wykrywalnosci.
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Oznaczenie produktu Viroxx

Producent Bioclimatic GmbH (Bioclimatic Sp. z 0. 0.)
Im Niedernfeld 4
D-31542Bad Nenndorf

Warunki testu

Okres testowania pazdziernik - listopad 2009

Temperatura prowadzenia testu 20,0 +/- 0,5°C

Czas dziatania promieniowania UV w

odlegtosci ustalonej przez producenta 60,1 0,5 sekundy

Zanieczyszczenie (obcigzenie proteinowe) [0,2% BSA

Rozcienczalnik Preparat Minimum Essential Medium (MEM)
(Firma: GIBCO)

Szczep wirusa Wirus grypy H1N1 (A/ Hamburg/05/09)

Wytworzenie zawiesiny wirusowej

Do wytworzenia zawiesiny wirusowej wykorzystano komérki MDCK, ktére hodowano w
kolbach Roux o pojemnosci 175 cm? (Nunc GmbH & Co, Wiesbaden) z podiozem
hodowlanym Minimum Essential Medium (MEM), z dodatkiem 10% ptodowego osocza
cielecego (FKS), pirogronianu sodu, penicyliny, streptomycyny i glutaminy. Hodowane i
skoncentrowane do 80% komérki MDCK zostaty zakazone wirusem grypy H1N1
(A/Hamburg/05/09) w kolbach o pojemnosci 175 cm? z wielokrotno$cig zakazania (moi) o
wartosci 0,1. Komoérki inokulowano z 10 ml odpowiednio rozcienczonego roztworu
wirusowego i nastepnie inkubowano przez jedng godzine w temperaturze 37°C (5% CO0,)
w inkubatorze. Nastepnie 30 ml MEM z dodatkiem glutaminy, penicyliny, streptomycyny,
1ug/ ml TPCK-trypsyny i BSA o stezeniu koncowym rownym 0,2%, az do momentu
wystgpienia dziatania cytopatycznego, przechowywano w inkubatorze w temperaturze
37°C (5% CO0,). 72 godziny po zakazeniu zebrano supernatant. Zawierajgcy wirusy
supernatant poddano dziesieciominutowemu wirowaniu z predkoscig 3000 obrotéw na
minute w wirébwce Megafuge 1.0 R (Heraeus) w celu oczyszczenia z resztek komérkowych
i przechowywano w temperaturze 4 °C.

Wykonanie préby dezaktywacji

Zawiesina zawierajgca testowanego wirusa (80 ul) zostata naniesiona na odpowiedni
nosnik i przez 60, 1i 0,5 sekundy, w ustalonej przez producenta odlegtosci poddawano jg
ekspozycji na dziatanie zrodta promieniowania UV. Przestrzeganie krotkich czasow
inkubacji (1 i 0,5 sekundy) zapewniono dzieki zastosowaniu mechanizmu wyzwalajgcego
jednostki oswietlajgcej.

Kontrole wirusowg poddawano analogicznej procedurze, tak, jak roztwor produktu
testowego. Procedure testowg prowadzono w temperaturze 20,0 +/- 2°C. Po
napromieniowaniu przeprowadzono od razu miareczkowanie zakazalnosci resztkowej w 10
etapach z MEM z penicyling, streptomycyng, glutaming, BSA oraz trypsyng, oraz
wykonano szereg rozcienczen hodowli komoérkowych formujgcych kolonie w ptytkach z 96
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studzienkami. Inkubacje hodowli komoérkowej prowadzono w temperaturze 37°C w
inkubatorze CO,, ze stezeniem CO, réwnym 5%.

Okreslenie zakazalnosci

Zakazalnos¢ okreslono na podstawie préby ilosciowej (punkt koncowy miareczkowania): do
tej proby zastosowano ptytki z 96 studzienkami ze stezonymi hodowlami komérek MDCK.
W co czwartej studzience umieszczono po 100 ul szeregu rozcienczen. Nastepnie ptytki do
hodowli komorkowych inkubowano przez 3 dni w temperaturze 37° C w inkubatorze CO, w
stezeniu CO, réwnym 5%. Dziatanie cytopatyczne dokumentowano na podstawie oceny w
mikroskopie swietlnym. Nastepnie wykrywano rozcienczenie zawiesiny wirusowej, przy
ktorym 50% zaszczepionych rozcienczonych hodowli bylo zakazone (TCID50/ml).
Obliczenie wartosci TCIDso//ml wykonano na podstawie metody wg Spearman-Karbera (Br.
J. Psychol. 2(1908): 227-42, Arch. exp. Path. Pharmak. 162 (1931): 480-87).

Obliczenie skutecznosci dezaktywacji wirusa

Ocene skuteczno$ci dezaktywacji wirusa wykonano obliczajgc zmniejszenie miana ( Alog TCID50) w
poréwnaniu do kazdorazowo, rownolegle przeprowadzanego miareczkowania kontrolnego.



Wyniki

Testowanie urzadzenia Bioclimatic Viroxx do dezaktywacji wirusa H1N1 ze zrédiem
promieniowania UV

Parametry testu:
- wykorzystany wirus: H1N1 (A/Hamburg/05/09) (H1N1)
- rozcienczalnik: MEM z 0,2% BSA

Ocena zmniejszenia zakazalnosci po przeprowadzonym napromieniowaniu

promieniami UV

(a) Bez promieniowania UV - 7,5 TCIDso/ml

(b) 60 sekund ekspozycji na promieniowanie UV — brak zakazalnosci
(c) 1 sekunda ekspozycji na promieniowanie UV - brak zakazalno$ci
(d) 0,5 sekundy ekspozycji na promieniowanie UV - brak zakazalnosci
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