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1. Wstep
Celem podjetych badan byta ocena wtasciwosci inaktywujgcych wirusa produktu
dezynfekujgcego Eco-pH wobec ludzkiego herpeswirusa typu 1, przy uzyciu ilosciowej

zawiesinowej metody wedtug normy PN- EN 14476.

2. Laboratorium testowe

Pracownia Wirusologiczna, Zaktad Mikrobiologii, Katedra Patologii, Wydziat Medycyny

Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. Norwida 31, 50-375 Wroctaw

3. Charakterystyka produktu

Nazwa produktu Eco-pH
Producent Cleanergy sp. z 0.0. ul. Dtuga 9,
20-346 Lublin

Data waznosci -

Wyglad i zapach Produkt ptynny; zapach swoisty

Wartos¢ pH -

Data dostarczenia 2025-05-23

Warunki przechowywania 4°C, w ciemnosci (pomieszczenie z

ograniczonym dostepem)

Sktadniki aktywne biopreparat




4. Warunki doswiadczenia

Data analizy 27.05-03.07.2025
Temperatura testu 20°Cx1°C
Stezenie produktu 0.1 %; 0.04%; 0.02% (rozciefczenia -

odpowiednio 1:10, 1:25, and 1:50)

Czas kontaktu 60 min, 5 min, 2 min

Substancja interferujgca warunki czyste

Rozcienczalnik woda o standaryzowanej twardosci
Procedura hamujgca dziatanie produktu bezposrednie rozcienczanie

Wirus testowy Ludzki herpeswirus typu 1 (ATCC® VR-1493")

5. Materiat i metody

5.1 Przygotowanie zawiesiny wirusa testowego

Do przygotowania zawiesiny wirusa wg normy PN- EN 14476 (EN 5.4) linie komdérkowgq Hela
namnazano w 175 cm® naczyniach hodowlanych (NEST SCIENTIFIC Biotechnology, New
Jersey, USA) w obecnosci Dulbeco’s Minimum Essential Medium i 10% surowicg ptodu
bydlecego (FBS). Do monolayeru dodawano ludzki herpeswirus typu 1 (zawiesina w stezeniu
wyjsciowym) na 1h w 37°C i delikatnie wstrzgsano co 15 min. Hodowle obserwowano
codziennie do momentu pojawienia sie efektu cytopatycznego, po czym 3-krotnie zamrazano
ja na -80°C i rozmrazano. Zawiesine odwirowywano (10 min., 1500 x g), a supernatant

zawierajgcy wirusa uzywano do testu lub przechowywano w -80°C.

5.2. Badanie zakaznosci

Zakaznos¢ okreslano za pomocg mianowania wirusa wg normy ( EN 5.5.7). W badaniu tym,
kazde z testowanych logarytmicznych rozcieficzern nanoszone byto w objetosci 0,1 ml do 8
dotkédw na mikroptytce, zawierajgcych 0,1 ml swiezo strypsynizowanych komérek Hela (10-
15 x 10* komdrek na dotek). Mikroptytki inkubowano w 37°C z 5% dostepem CO,. Ptytke

obserwowano codziennie do momentu pojawienia sie efektu cytopatycznego w najwyzszym



rozcienczeniu (7 dni) pod mikroskopem odwréconym (Axio Observer, Carl Zeiss
Microlmaging GmbH). Dawke infekcyjng TCIDso/ml obliczano za pomocg metody Spearman i

Karber wg nastepujgcego wzoru:

- IOgloTCIDso =Xo— 05+2 r/n
gdzie:
Xo = log 10 Najwyzszego rozcienczenia wykazujgcego 100% reakcji pozytywnych

r = ilos¢ pozytywnych oznaczen w najwyzszym rozcienczeniu wykazujgcym 100% reakcji

pozytywnych i wszystkie wyniki pozytywne w kolejnych rozcieficzeniach
n = ilo$¢ oznaczen dla kazdego rozcienczenia
5.3 Badanie inaktywacji

Skutecznosé wirusobdjczg ptynu do dezynfekcji Eco-pH w stezeniu 0.1%, 0.02% i 0.04%
(wczesniej filtrowanego przy uzyciu filtra 0.22 um w celu usuniecia bakterii) badano wedtug
normy PN- EN 14476 (EN 5.5.2). Czas kontaktu wynosit 60 i 2 minuty. Dla wiekszej wygody
przeprowadzenia testu sporzadzano zawiesine réwnych objetosci (0.1 ml) wirusa i czynnika
interferujgcego (PBS) oraz 0,8 ml badanego srodka. Bezposrednio, po okreslonym czasie
kontaktu, hamowano aktywnos¢ dezynfektantu przez sporzadzenie szeregu rozcienczen do
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Mianowanie wirusa przeprowadzono po czasie kontaktu O min. i 60 lub 2 min.

5.4. Okreslenie cytotoksycznosci
Cytotoksycznos¢ preparatu okreslano wg EN (5.5.4.1) przy uzyciu 0,2 ml twardej wody i 0,8

ml badanego $rodka

5.5 Wrazliwos¢ komorek
W celu kontroli wrazliwosci komérek (EN 5.5.4.2) dwie objetosci podwdjnie destylowanej
wody mieszano z o$mioma objetosciami najnizszego, widocznie nietoksycznego

rozcienczenia produktu w PBS. Mieszanine dodano do objetosci podwdjnie stezonej



zawiesiny komorek. Po godzinie inkubacji w 37°C komérki odwirowywano i ponownie
zawieszano w ptynie hodowlanym. Ostatni etap obejmowat poréwnanie mianowania
zawiesiny wirusa w komodrkach traktowanych preparatem i nietraktowanych (PBS)

preparatem.

5.6. Kontrola skuteczno$ci hamowania aktywnosci produktu
Mieszanine preparatu (5.5.2) ze schtodzonym DMEM + 2%FCS inkubowano w fazni z lodem
przez 30 minut, wykonywano szereg rozciericzedn do 10™2. Mianowano wirusa i

poréwnywano z mianowaniem testowym.

5.7. Test inaktywacji wirusa referencyjnego.
Jako punkt odniesienia dla okreslenia aktywnosci wirusobdjczej wtaczono, zgodnie z normg
(EN 5.5.6.2), 1.4% roztwér formaldehydu. Cytotoksycznos¢ zawiesiny formaldehydu

okreslano w szeregu rozciericzeh do 10”.

6. Weryfikacja metody

Nastepujace kryteria wymienione w pkt. EN 5.7 zostaty spetnione:

a. Miano zawiesiny wirusa pozwolito na okreslenie redukcji wirusa o > 4 logso

b. Cytotoksycznos¢ produktu w stezeniu 0.1, 0.04 and 0.02% pozwolita na wykrycie redukcji
miana o 4 logyp

c. Stezenie 0.1% produktu wykazato redukcje miana wirusa na poziomie 4 logi,, w obu
czasach kontaktu (60 i 2 min). Stezenie 0.04% produktu wykazato redukcje miana wirusa na
poziomie 4 logiow ciggu 60 i 1 log w ciggu 2 min. Stezenie produktu 0.02% wykazato redukcje
wirusa >4 logy, (4.5 log) w czasie kontaktu 60 min i 1.5 log po 2 min.

d. Poréwnawcze mianowanie wirusa w komodrkach Hela inkubowanych w obecnosci
produktu (rozcieficzenie 1:10000) i nie inkubowanych wykazaty akceptowalne réznice
(<logio) w mianie wirusa.

e. Kontrola skutecznosci hamowania aktywnosci produktu byta < 0.5 log

Poniewaz wszystkie kryteria podane w normie (EN 5.7) s3 spetnione, badanie z

herpeswirusem opryszczki typu 1 wg normy PN- EN 14476 jest wazne.



7. Wyniki

Wyniki przedstawiono w tabelach 1 - 6.

8. Podsumowanie

Zgodnie z zatozeniem normy, srodek dezynfekcyjny uznaje sie za wirusobdjczy, jesli po
rekomendowanym czasie ekspozycji miano wirusa obnizone jest o co najmniej 4 logl0
(inaktywacja = 99,99%). Preparat Eco-pH badano w odniesieniu do ludzkiego herpeswirusa
typu 1 (wirus opryszczki pospolitej typu 1), w stezeniu 0.1%, 0.04% i 0.02%. Czas ekspozycji
wynosit 60 minut i 2 minuty. Po tym czasie okreslano redukcje miana dla kazdego z badanych
stezen.

Dla 0.1% roztworu redukcja miana po 60 min i 2 min wyniosta 4 log10 (99.99% redukcji).

Dla 0.04% roztworu redukcja miana po 60 min wyniosta 4 logl0, a po 2 min — 1 logl0
(odpowiednio 99.99% i 90% redukciji).

Dla 0.02% roztworu redukcja mian wyniosta 4 log10 (99.99%) po 60 min i 1.5 log10 (95%) po
2 min.

W zwigzku z tym preparat Eco-pH w stezeniu 0.1% moze zosta¢ uznany wg normy za
wirusobdjczy srodek dezynfekcyjny w obu czasach kontaktu (60 min i 2 min). Preparat w
stezeniu 0.02% i 0.04% rowniez moze by¢ uznany za srodek dezynfekcyjny przeciwko

ludzkiemu herpeswirusowi typu 1, ale po 60 min czasie kontaktu.

Wroctaw 2025-07-31



Tab. 1 Badanie wirusobodjczych wtasciwosci 0.1% Eco-pH wzgledem

Dr hab. Barbara Bazandw, prof. uczelni

HSV -1, czas kontaktu 60 min

Produkt Stezenie Substancje | Czas Rozciefczenia
interferujg | kontaktu | 1 2 3 4 5 6 7 8
ce (min)
Eco-pH 0.1% Warunki 60 tttt | tttt | tttt | 4433 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
czyste tttt | tttt | tttt | 4433 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Toksycznos$é 0.1% Warunki n.d tttt |ttt |ttt 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
produktu czyste tttt tttt | tttt 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Formaldehyd 1,4% PBS 60 tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Cytotoksycznos¢ | 1,4% PBS n.d. tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
formaldehydu tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Kontrola wirusa | n.d Warunki 0 4444 | 4434 | 4444 | 3422 | 3222 | 3321 | 1212 | 1111
czyste 4444 | 4444 | 4444 | 4432 | 2223 | 2122 | 1112 | 1121
60 4444 | 4444 | 3443 | 4233 | 3232 | 2231 | 2121 | 1111
4444 | 4444 | 4443 | 4433 | 3232 | 3311 | 2121 | 1111
Tab. 2 Badanie wirusobdjczych wtasciwosci 0.04% Eco-pH wzgledem HSV -1, czas kontaktu 60 min
Produkt Stezenie Substancje | Czas Rozcienczenia
interferujg | kontaktu | 1 2 3 4 5 6 7 8
ce (min)
Eco-pH 0.04% Warunki 60 tttt |ttt 3334 | 3211 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
czyste tttt | tttt | 4334 | 1122 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Toksycznos$é 0.04% Warunki n.d tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
produktu czyste tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Formaldehyd 1,4% PBS 60 tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Cytotoksycznos¢ | 1,4% PBS n.d. tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
formaldehydu tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Kontrola wirusa | n.d Warunki 0 4444 | 4434 | 4444 | 3422 | 3222 | 3321 | 1212 | 1111
czyste 4444 | 4444 | 4444 | 4432 | 2223 | 2122 | 1112 | 1121




60 4444 | 4444 | 3443 | 4233 | 3232 | 2231 | 2121 | 1111
4444 | 4444 | 4443 | 4433 | 3232 | 3311 | 2121 | 1111
Tab. 3. Badanie wirusobdjczych wtasciwosci 0.02% Eco-pH wzgledem HSV -1, czas kontaktu 60 min
Produkt Stezenie Substancje | Czas Rozciericzenia
interferujg | kontaktu | 1 2 3 4 5 6 7 8
ce (min)
Eco-pH 0.02% Warunki 60 tttt 3343 | 2233 | 2200 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
czyste tttt | 4344 | 3323 | 0021 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Toksycznosc 0.02% Warunki n.d tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
produktu czyste tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Formaldehyd 1,4% PBS 60 tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Cytotoksycznos¢ | 1,4% PBS n.d. tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
formaldehydu tttt | tttt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Kontrola wirusa | n.d Warunki 0 4444 | 4434 | 4444 | 3422 | 3222 | 3321 | 1212 | 1111
czyste 4444 | 4444 | 4444 | 4432 | 2223 | 2122 | 1112 | 1121
60 4444 | 4444 | 3443 | 4233 | 3232 | 2231 | 2121 | 1111
4444 | 4444 | 4443 | 4433 | 3232 | 3311 | 2121 | 1111
Tab. 4. Badanie wirusobodjczych wtasciwosci 0.1% Eco-pH wzgledem HSV -1, czas kontaktu 2 min
Produkt Stezenie Substancje Czas Rozcienczenia
interferujace kontaktu 1 2 3 4 5 6 7 8 9
(min)
Eco-pH 01% Warunki czyste | 2 ttt ttt tttt 2233 | 2221 | 0000 | 0000 | 0000 | 00OO
ttt ttt tttt 2234 | 1111 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Toksycznosé 0.1% Warunki czyste n.d ttt ttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000
produktu ttt ttt tttt 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Formaldehyd 1,4% PBS 2 ttt ttt 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 000O
ttt ttt 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Cytotoksycznosé¢ | 1,4% PBS n.d. ttt ttt 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 00OO
formaldehydu ttt ttt 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Kontrola wirusa | n.d Warunki czyste | 0 4444 | 4434 | 4444 | 3422 | 3222 (3321 | 1212 | 1211 | 1121
4444 | 4444 | 4444 | 4432 | 2223 | 2122 | 3222 | 2222 | 1111




2 4444 4444 3443 4233 3232 2231 2121 1122 | 1111
4444 4444 4443 4433 3232 3311 2121 2221 | 1111

Tab. 5 Badanie wirusobdjczych wtasciwosci 0.04% Eco-pH wzgledem HSV -1, czas kontaktu 2 min

Produkt Stezenie Substancje Czas Rozcienczenia
interferujace kontaktu 1 2 3 4 5 6 7 8 9
(min)
Eco-pH 0.04% Warunki czyste 2 tttt tttt tttt 4444 4434 3342 3322 1221 | 0000
tttt tttt tttt 4444 3344 3323 2112 1111 | 0000
Toksycznosé 0.04% Warunki czyste n.d ttt ttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000
produktu tttt tttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000
Formaldehyd 1,4% PBS 2 tttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000
tttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000
Cytotoksyczno | 1,4% PBS n.d. tttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000
$¢ tttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000
formaldehydu
Kontrola n.d Warunki czyste 0 4444 4434 4444 3422 3222 3321 1212 1211 1121
wirusa 4444 4444 4444 4432 2223 2122 3222 2222 1111
2 4444 4444 3443 4233 3232 2231 2121 1122 1111
4444 4444 4443 4433 3232 3311 2121 2221 1111

Tab. 6. Badanie wirusobdjczych witasciwosci 0.02% Eco-pH wzgledem HSV -1, czas kontaktu 2 min

Produkt Stezenie Substancje Czas Rozcieniczenia
interferujace kontaktu 1 2 3 4 5 6 7 8 9
(min)
Eco-pH 0.02% Warunki czyste 2 tttt tttt 4343 3342 3223 2212 2212 0110 0000
tttt tttt 4433 2322 3212 2232 2111 1001 0000
Toksycznos¢ 0.02% Warunki czyste nd tttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000
produktu tttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000
Formaldehyd 1,4% PBS 2 tttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000
tttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000
Cytotoksyczno | 1,4% PBS n.d. tttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
e tttt tttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
formaldehydu
Kontrola nd Warunki czyste 0 4444 4434 4444 3422 3222 3321 1212 1211 1121
wirusa 4444 4444 4444 4432 2223 2122 3222 2222 1111
2 4444 4444 3443 4233 3232 2231 2121 1122 1111
4444 4444 4443 4433 3232 3311 2121 2221 1111

n.d. = nie dotyczy
0 = brak obecnosci wirusa
t =cytotoksycznos$é



1-4 = obecnos¢ wirusa (stopien nasilenia efektu cytopatycznego w 8 dotkach mikroptytki)

10



