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PRUFBERICHT D06ML359B

1. Laboratorium

MikroLab GmbH, Norderoog 2, D-28259 Bremen

2. ldentifizierung der Probe (Priffgegenstand)

Auftraggeber Laboratorium Dr. rer. nat. H. D. Deppe
Produktbezeichnung Spray in Neu

Anwendungsbereich Flachendesinfektion

Chargennummer 29080601

Herstellungsdatum -

Verfall -

Aktive Substanz(en) und 43,0 g Ethanol (99 %)

ihre Konzentration(en) in 100 g | 0,05 g Didecyldimethylammoniumchlorid
Aussehen und klare, farblose Fllssigkeit

Geruch produktspezifisch

pH-Wert(e) (Glaselektrode) unverdinnt: 5,48 (20°C)

Raumtemperatur, dunkel (Aufbewahrungsbereich
nicht frei zuganglich)

Lieferdatum 04.09.2006

Lagerbedingungen

3. Material

3.1 Medium und Reagenzien

- Eagle’s Minimum Essential Medium mit Earle’s BSS (EMEM, Cambrex Bio Science
Verviers s.p.r.l., Katalog Nr. 12-125F)

- Fotales Kalberserum (Biochrom AG, Artikel Nr. S 0115)

- Formaldehydlésung (Riedel-de-Haen, Artikel Nr. 33220)

- Agua bidest. (Fresenius Kabi Deutschland, Artikel Nr. P2N 1636071)

- PBS (Invitrogen, Artikel Nr. 18912-014)

- MicroSpin™ S-400 HR-Saulen (Amersham Biosciences Europe GmbH, Artikel Nr. 27-
5140-01)
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3.2 Virus und Zelien

Das BVDV Stamm NADL (VR-534) stammte von Frau Dr. Stephanie Bendfeldt, Institut fir
Virologie der Tierarztlichen Hochschule Hannover. Vor den Inaktivierungsversuchen wurde
das Virus einmal in priméren Kélbernierenzellen und funfmal in KOP-R-Zellen (Osopharynx-
gewebe vom Rind) passagiert.

Die KOP-R-Zellen (Passage 42) stammten von der Bundesforschungsanstalt fir Virus-
krankheiten der Tiere auf der Insel Riems (Dr. R. Riebe, Katalog Nr. RIE 244). Die Zellen
wurden in regelmaBigen Abstanden auf morphologische Veranderungen und auf
Kontaminationen mit Mykoplasmen untersucht. Morphologische Veranderungen und

Mykoplasmen konnten dabei wiederholt nicht nachgewiesen werden.

3.3 Gerite
- Brutschrank (CO,—Inkubator, Nunc GmbH & Co. KG, Modell QWJ 350)
- Vortex Mischer (Genie Mischer, Typ G 560E)
- pH-Meter 315i (WTW, Artikel Nr. 2A10-100)
- Tischzentrifuge (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Typ 113)
- Umkehrmikroskop (Olympus, Typ CK 30)
- Zentrifuge 5804 R (Eppendorf AG)
Wasserbad (JULABO, Julabo U 3)

4. Priifbedingungen

Pruftemperatur 20°C £ 0,5°C
. unverdinnt (80,0 %) und 10,0 % (unwirksamer
Produktkonzentration Bereich)
Einwirkzeiten 0.5, 1,0, 2,0 und 5,0 Minuten
Eiweilbelastung 10,0 % fotales Kalberserum
Aufhebung der I
Desinfektionsmittelwirkung Gelfltration
Verdunnungsmittel Wasser standardisierter Harte (10,0 %)
Virusstamm BVDV Stamm NADL
Zeitraum der Prifung 04.09.2006 -06.11.2006
Abschluss der Prifung 06.11.2006
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5. Methoden

5.1 Herstellung der Virussuspension

Fur die Herstellung der Virussuspension wurden KOP-R-Zellen, die mit Eagle's Minimum
Essential Medium und 10 % bzw. 2 % fotalem Kalberserum (keine Antikérper gegen BVDV
nachweisbar) kultiviert worden sind, in 175 cm? Zellkulturflaschen (Nunc GmbH & Co. KG,
Artikel Nr. 1566502) mit dem BVDV beimpft. Nach Ausbildung des zytopathogenen Effektes
(CPE) (nach ca. 3-4 Tagen) folgte ein Einfrier-/Auftauvorgang. Die Zelltrummer wurden durch
eine Zentrifugation bei 3000 UpM und 4°C fir zehn Minuten entfernt. Der Uberstand wurde

als Virussuspension gewonnen, aliquotiert und bei —-80°C aufbewahrt.

5.2 Desinfektionsmittel

Das Prifpraparat ist unverdinnt eingesetzt worden. Bedingt durch die Zugabe von Virus-
suspension und Belastungssubstanze resultierte eine 80,0 %ige Prifkonzentration.

Ferner wurde das zu prifende Desinfektionsmittel mit Wasser standardisierter Harte
verdinnt, um den unwirksamen Bereich (10,0 %) darzustellen.

5.3 Inaktivierungsversuche und Kontrollansitze

Die Inaktivierungsversuche sind entsprechend der Leitlinie der DVV und des RKI
durchgefuhrt worden (1). Acht Volumenanteile des Desinfektionsmittels wurden mit einem
Volumenanteil Virussuspension und einem Volumenanteil Aqua bidest. vermischt. Bei den
Versuchen mit Eiweilbelastung wurde anstelle von Aqua bidest. ein Volumenanteil fétales
Kalberserum zugegeben.

Bedingt durch eine vereinfachte Handhabung und die in geringer Menge zur Verfugung
stehende Virusstammldsung belief sich das Endvolumen auf 1 mL.

Fur die Bestimmung des initialen Virustiters im Inaktivierungsversuch wurden
Kontrollansatze (Viruskontrollen) nach der langsten der gepruften Einwirkzeiten mitgefihrt.
Ein Volumenanteil der Virussuspension ist mit neun Volumenanteilen Aqua bidest. bzw. mit
einem Volumenanteil fétalem Kalberserum und acht Volumenanteilen Aqua bidest. gemischt
worden.

Ein weiterer Kontrollansatz des Prifsystems bestand aus einem Volumenanteil

Virussuspension, vier Volumenanteilen PBS (0,1 M, pH-Wert 7,0) und funf Volumenanteilen
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einer 1.4 %igen (w/v) Formaldehyd-Lésung. Die Einwirkzeiten fiir diese Kontrolle betrugen 5,
15, 30 und 60 Minuten.

Fur die Bestimmung der Zytotoxizitdt des Desinfektionsmittels wurden zwei Volumenanteile
Aqua bidest. mit acht Volumenanteilen des Desinfektionsmittels bzw. der Desinfektionsmittel-
verdinnung gemischt und nach serieller Verdinnung in Zehnerschritten in die
Mikrotiterplatte Uberfuhrt. Da in Vorversuchen festgestellt wurde, dass die Zytotoxizitat so
stark war, dass eine Abnahme des Infektiositatstiters um vier logqo-Stufen nicht mehr
gewahrieistet ist, wurde die Zytotoxizitat nach Ablauf der Einwirkungszeit mittels Gelfiltration
vermindert. Hierfur wurden unmittelbar nach Ablauf der Einwirkzeit jeweils 100 pL der
Ansitze auf eine MicroSpin™ S-400 HR-Saule gegeben, die vorher nach den Angaben des
Herstellers prapariert worden war.

Entsprechende Kontrollen fur den Nachweis, dass der Virustiter durch den Einsatz der

Saulen nicht beeintrachtigt wird, wurden mitgefihrt.

Fur die Kontrolle der Zellsuszeptibilitat (Interferenzkontrolle) wurden zwei Volumenanteile
Aqua bidest. bzw. ein Volumenanteil fotales Kalberserum und ein Volumenanteil Aqua
bidest. mit acht Volumenanteilen des Desinfektionsmittels (PBS als Kontrolle) vermischt, auf
die MicroSpin™ S-400 HR-Saule gegeben und nach Zentrifugation und entsprechender
Verdunnung zu den vorgelegten Zellen pipettiert. Nach sechs Tagen ist eine vergleichende
Titration der Virussuspension auf den derart vorbehandelten und auf unbehandelten (PBS)

Zellen vorgenommen worden.

Alle Versuchsansatze wurden in geschlossenen Plastikrohrchen (Sarstedt AG & Co., Artikel
Nr. 55.468.001) in einem Wasserbad bei 20°C + 0,5°C durchgefuhrt. Nach den einzelnen
Einwirkzeiten wurden Teilmengen entnommen, und die Restinfektiositat der Ansatze ist

bestimmt worden.

Die Inaktivierungsansatze sind in zwei vollstandig unabhangigen Versuchen an
unterschiedlichen Versuchstagen durchgefihrt worden.

Eine Nachwirkungskontrolle, wie sie in der Leitlinie der DVV und des RKI beschrieben ist,
wurde nicht mitgefuhrt, da die einzelnen Verdiinnungsreihen sofort nach Ablauf der Einwirk-
zeiten durchgefilhrt wurden.
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Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Kontrollen wurde eine Zellkontrolle mitgefuhrt, in

der die Zellen entsprechend der Versuchansatze nur mit Zellkulturmedium versehen worden
sind.

5.4 Bestimmung der Infektiosit:it

Die Bestimmung der Infektiositit erfolgte mit Hilfe der Endpunkititration im Mikrotiter-
Verfahren. Dabei wurden die Proben nach ihrer Entnahme zunéchst in eiskaltem Medium mit
dem Faktor 10 verdunnt. AnschlieRend wurden jeweils 100 uL der einzelnen Verdunnungen
in acht Kavitaten einer sterilen 96-well Mikrotiterplatte (Nunc GmbH & Co. KG, Artikel Nr.
149026) mit praformiertem Monolayer aus KOP-R-Zellen tberfihrt (pro Kavitat ca. 10-15 x
10° Zellen) und die Platten bei 37°C im CO,-Brutschrank (5 % CO.,-Gehalt) inkubiert. Nach
10 Tagen erfolgte die Auswertung der Ansatze Uber die Beurteilung des virusspezifischen
CPE in den einzelnen Kavitaten der Mikrotiterplatte mit einem inversen Mikroskop. Die
Berechnung des Virustiters als infektiose Dosis (TCIDsy) wurde nach der Methode von

Spearman (2) und Karber (3) mit folgender Formel vorgenommen:

|Og10TC|D50 =Xo+0,5-> r/n.
Dabei ist:

Xo = logseder niedrigsten Verdinnung mit 100 % positiver Reaktion
r = Anzahl der positiven Bestimmungen der niedrigsten Verdinnungsstufe mit 100 %
positiver und aller héheren positiven Verdinnungsstufen

n = Anzahl der Bestimmungen pro Verdunnungsstufe.

5.5 Berechnung und Bewertung der virusinaktivierenden Wirksamkeit

Die Beurteilung der virusinaktivierenden Wirksamkeit des zu prifenden Desinfektionsmittels
erfolgte durch Berechnung des Titerabfalls (Subtraktion) gegenuber der jeweils parallel
durchgefuhrten Kontrolltitration ohne Desinfektionsmittel (Viruskontrollprobe). Die Differenz
wurde als Reduktionsfaktor (RF) mit dem 95 % Konfidenzintervall angegeben.

Nach der Leitlinie der DVV und des RKI kann immer dann von einer Virus-Wirksamkeit
ausgegangen werden, wenn eine Titerreduktion von 2 4 log-Stufen (Inaktivierung
2 99,99 %) darstellbar ist (1).
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6. Ergebnisse

6.1 Bestimmung der Zytotoxizit:it
Parallel zu den Inaktivierungsversuchen wurde die Zytotoxizitat des Fliachendes-

infektionsmittels Spray in Neu (80,0 % und 10.0 %) und der 0,7 %igen Formaldehyd-Lésung
ermittelt (Tabelle 1).

Die als Kontrolle mitgefuhrte Formaldehyd-Losung wirkte toxisch auf die eingesetzten
KOP-R-Zellen bei der Anwendung einer 1:1000-Verdunnung. Dies bedeutet rechnerisch
einen log1oCDso/mL-Wert (CDs, = zytotoxische Dosis, in Analogie zum TCI Dso-Wert) von 4,50
(siehe Tabelle 1).

Bei der Uberprufung von Spray in Neu (80,0 % und 10,0 %) ergab sich einheitlich eine
log10CDso/mL von 2,50. Somit ist in der 1:10-Verdiinnung eine Zytotoxizitat nachgewiesen
(Tabelle 1).

Nach der Behandlung mit den MicroSpin™ S-400 HR-Saulen reduzierte sich der logse
CDso/mL-Wert fur Spray in Neu (80,0 %) auf < 1,50.

Diese Versuche zur Feststellung der Zytotoxizitat sind unbedingt erforderlich, um die untere
Nachweisbarkeitsschwelle fur nicht inaktiviertes BVDV zu determinieren.

6.2 Kontrolle der Zellsuszeptibilitiat (Interferenzkontrolle)

Mittels dieser Kontrolle sollte gezeigt werden, dass die Suszeptibilitat der Zellen fur die
Virusinfektion durch die Behandlung mit dem Desinfektionsmittel in einer gerade nicht mehr
toxischen Konzentration nicht beeinflusst wurde.

Die Differenz des Titers der Viruskontrollprobe auf den mit Desinfektionsmittel vorbe-
handelten Zellen im Vergleich zur mitgefuhrten Kontrolle (PBS) betrug weniger als 0,5 log1o
(Tabelle 2; Rohdaten siehe Appendix). Somit ergab sich keine Beeinflussung der Zellen

durch das geprufte Desinfektionsmittel.

6.3 Virusinaktivierende Wirksamkeit der Formaldehyd-Kontrolle

Die als Referenzldsung mitgefuhrte 0,7 %ige Formaldehyd-Lésung reduzierte den BVDV-
Titer nach 5 bzw. 15 Minuten um = 0,63 + 0,51 bzw. 2 1,00 * 0,35 log,o-Stufen. Nach 30 und
60 Minuten betrugen die RF = 1,00 £ 0,35 (Tabelle 2; Rohdaten siehe Appendix).
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6.4 Virusinaktivierende Wirksamkeit des Desinfektionsmittels
Die Untersuchungsergebnisse der Inaktivierungsversuche finden sich in den Tabellen 2 bis 4

(Rohdaten siehe Appendix). Auf eine graphische Darstellung der Resultate ist aufgrund der
fehlenden Kinetik der Virus-Inaktivierung verzichtet worden.

Das Flachendesinfektionsmittel Spray in Neu wurde unverdiinnt (80,0 %) und als 10,0 %ige
Losung (Darstellung des unwirksamen Bereiches) bei 20°C eingesetzt. Die gewahiten
Einwirkzeiten betrugen 0,5, 1,0, 2,0 und 5.0 Minuten.

Spray in Neu wies unverdinnt in beiden Ansatzen eine Wirksamkeit gegenuber dem BVDV
auf. Bereits nach 30 Sekunden Einwirkzeit war in allen Ansatzen, also auch in Gegenwart
der interferierenden Substanz, kein BVDV mehr zu detektieren. Die Reduktionsfaktoren
betrugen zu diesem Zeitpunkt = 4,13 £ 0,25 bzw. > 4,13 + 0,25 (Ansatz ohne Belastung) und
2413 + 0,25 bzw. 2 4,25 + 0,33 (Ansatz mit FKS). Dies entspricht in allen Fallen einer
Inaktivierung von 2 99,99 % und demonstriert damit eine Virus-Wirksamkeit.

Daraus errechnen sich folgende mittlere RF: 2 4,13 + 0,18 (Ansatz ohne Belastung) und 2
4,19 £ 0,21 (Ansatz mit FKS).

Bei der Uberprifung der 10,0 %igen Losung lieR sich nach zwei Minuten (Ansatz ohne
Belastung) bzw. einer Minute (Ansatz mit Belastung) kein Virus mehr detektieren (Tabelle 4).
Die entsprechenden Reduktionsfaktoren betrugen = 3,00 + 0,35 bzw. 2 3,00 + 0,00.

- Dr. J. Steinfmann -
Wiss. techn. Leiter der MikroLab GmbH
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7. Qualitatssicherung
Eine Qualitatssicherung der Ergebnisse erfolgte u.a. dadurch, dass die Bestimmung der
virusinaktivierenden Eigenschaften von Desinfektionsmitteln in Ubereinstimmung mit den
Grundsatzen der Guten Laborpraxis (GLP) durchgefiihrt wurde.
1) Chemikaliengesetz der Bundesrepublik Deutschland, Anhang 1, datiert vom 01.08
1994 (BGBI. |, 1994, S. 1703). Anhang zuletzt gedndert am 14. Mai 1997 (BGBI. |,
1997, S. 1060)
2) OECD Grundsatze der Guten Laborpraxis (iberarbeitet 1997); OECD Environmental
Health and Safety Publications; Series on Principles of Good Laboratory Practice and
Compliance Monitoring — Number 1. Environment Directorate, Organization for

Economic Co-operation and Development, Paris 1998.

Die Piausibilitat der Ergebnisse wurde zusatzlich durch die unterschiedlichen Kontrollen

gesichert, die in den Inaktivierungsansatzen mitgefihrt wurden (siehe 5.3).

8. Archivierung
Ein Original des Prifberichtes und alle Protokolle der Schriftwechsel wurden im Archiv der
MikroLab GmbH archiviert.

| Gemal DIN EN ISO/IEC 17025:2000 Gbernimmt die MikroLab GmbH keine inhaltliche

! Verantwortung fur eine eventuell sinnentstellende Darstellung der Prufmethoden und

Prufergebnisse aufgrund von auszugsweiser Wiedergabe des vorliegenden Prufberichtes.
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Tabelle 1: Zytotoxizitat von Spray in Neu und der 0,7%igen Formaldehyd-Lésung vor und nach Behandiung mit MicroSpin™ $-400 HR-

Séulen.
Verdiinnungsstufen
vor Behandlung Konz. Belastung 10" 102 10 10 10°
Prufpraparat 10.0% Aqua bidest. + - - - -
Prufpraparat 10.0% 10,0% FKS + - - - -
Prifpraparat 80.0% Aqua bidest. + - - - -
Prufpraparat 80.0% 10,0% FKS + - - - -
Formaldehyd 0,7% PBS + + + - ;
Verdiinnungsstufen
nach Behandlung Konz. Belastung 10 10 10° 10* 10°
Prufpraparat 10,0% Aqua bidest. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Prufpraparat 10,0% 10,0% FKS n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Prifpraparat 80,0% Aqua bidest. - - - - -
Prufpraparat 80,0% 10,0% FKS - - - - -
Formaldehyd 0,7% PBS n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.




Tabelle 2 (1. Ansatz): Inaktivierung des BVDV durch Spray in Neu (80,0%) und Formaldehyd (0,7%) im quantitativen Suspensionsversuch bei 20°C.

log1,TCIDso/mL einschlieBlich 95% Reduktionsfaktor einschlieBRlich 95%
Konfidenzintervall nach Konfidenzintervall nach 2 4 logqo
Reduktion
Produkt Konz. | Belastung | 0,5 min 1,0 min 2,0 min 5,0 min 0,5 min 1,0 min 2,0 min 5,0 min nach
Priufpraparat 80,0% Agqua bid. [<=1,50£0,00 | <1,50+£0.00 | £1,50+£0,00 | <1,50+0,00 | 24,13+0,25 | 24,13+0,25 | 24,13+0,25 | 24,13x0,25| 0,5 min
Priafpraparat 80,0% | 10,0% FKS|=1,50+0,00 | =1,50+0,00 | <1,50+0,00 | <1,50£0,00 | 24 130,25 | 24,134+0,25 | 24,13+0,25 | 24,13+0,25| 0,5 min
log+TCIDsy/mL einschlieBlich 95% Reduktionsfaktor einschlieBlich 95% >4 10g+
Konfidenzintervall nach Konfidenzintervall nach Reduktion
Kontrollen Konz. Belastung 5 min 15 min 30 min 60 min 5 min 15 min 30 min 60 min nach
Formaldehyd 0.7% PBS <4,88+0,37 | <4,50£0,00 | <4,50+£0,00 | <4,50+0,00 | 0,63+£0,51 [=21,00+0.35|21,00+0,35|21,00+0,35| =15 min
Viruskontr. na. Aqua bid. nd. n.d. n.d. 5,560+0,35 n.a. na. n.a. n.a. n.a.
Viruskontr. n.a. 10.0% FKS n.d. nd. nd. 5,75+0,33 na. n.a. na. n.a. n.a.
Viruskontr. (S) n.a. Aqua bid. n.d. n.d. nd. 5,63+0,25 n.a. na. n.a. n.a. na.
Viruskontr. (S) n.a. 10.0% FKS n.d. nd. n.d. 5,63+0,25 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Interferenz- A
Kontrolle PBS na. Aqua bid. n.d. n.d. n.d. 6,13+0,37 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Interferenz- .
Kontrolle Des. n.a. Aqua bid. n.d. n.d. n.d. 5,88+0,37 n.a. n.a. na. n.a. n.a.
Interferenz-
Kontrolle Des. na. 10,0% FKS nd. nd. nd. 5,88+0,37 n.a. n.a. n.a. na. n.a.

n.d. = nicht durchgefuhrt  n.a. = nicht anwendbar Viruskontr. (S) = Viruskontrolle mit Saule



Tabelle 3 (2. Ansatz): Inaktivierung des BVDV durch Spray in Neu (80,0%) und Formaldehyd (0,7%) im quantitativen Suspensionsversuch bei 20°C.

log+,TCIDss/mL einschlieRlich 95% Reduktionsfaktor einschlieBlich 95%
Konfidenzintervall nach Konfidenzintervall nach 2 4 log,
Reduktion
Produkt Konz. | Belastung | 0,5 min 1,0 min 2,0 min 5,0 min 0,5 min 1,0 min 2,0 min 5,0 min nach
Prufpraparat 80,0% Aqua bid. {=1,50£0,00 | =1,50£0,00 | =1,50+0,00 | <1,50+0,00 | 24,13+0,25 | 24,13+0,25 | 24,1320,25 | 24,13+0,25| 0,5 min
Prafpréparat 80,0% |10,0% FKS|=1,50+0,00 | <1,50+£0,00 | <1,50+0,00 | <1,50+0,00 | 24,25+0,33 | 24,25+0,33 | 24,25+0,33 | 24,25+0.33 0,5 min
log1,TCIDs/mL einschlieBlich 95% Reduktionsfaktor einschlielich 95% > 4 logs
Konfidenzintervall nach Konfidenzintervall nach Reduktion
Kontrollen Konz. | Belastung | 5 min 15 min 30 min 60 min 5 min 16 min 30 min 60 min nach
Formaldehyd 0,7% PBS n.d. n.d. n.d. nd. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Viruskontr. n.a. Aqua bid. n.d. nd. n.d. 5,63%0,25 n.a. n.a. n.a. n.a. na.
Viruskontr. na 10.0% FKS n.d. n.d. n.d. 5,50+0,00 n.a. n.a. na. n.a. na.
Viruskontr. (S) n.a. Aqua bid. nd. n.d. n.d. 5,63+0,25 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Viruskontr. (S) n.a. 10,0% FKS n.d. n.d. n.d. 5,75+0,33 na. na. n.a. n.a. n.a.
Interferenz- )
Kontrolle PBS n.a. Aqua bid. n.d. nd. n.d. n.d. n.a. na. n.a. na. n.a.
Interferenz- .
Kontrolle Des. n.a. Aqua bid. n.d. nd. n.d. nd n.a. na. n.a. na. na.
Interferenz- o
Kontrolle Des. n.a. 10,0% FKS n.d. n.d. n.d. n.d. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

n.d. = nicht durchgefihrt  n.a. = nicht anwendbar Viruskontr. (S) = Viruskontrolle mit S&ule




Tabelle 4: Inaktivierung des BVDV durch Spray in Neu (10,0%) und Formaldehyd (0,7%) im quantitativen Suspensionsversuch bei 20°C.

109410, TCIDso/mL einschlieBlich 95% Reduktionsfaktor einschlieBlich 95%
Konfidenzintervall nach Konfidenzintervall nach 2 4 logo
Reduktion
Produkt Konz. | Belastung | 0,5min | 1,0min | 20min | 50min | 0,5min 10min | 20min | 50min nach
Prufpraparat | 10.0% | Aquabid. | <2,88%0,37 | <2,63+0,25 | <2,50+0,00 | <2,50£0.00 | >2,63+0,51 >2 88+0,43 | 23,00+0,35 | 23,00¢£0,35 | = 2,0 min
Prufpraparat | 10,0% |10,0% FKS | <2 88+0,37 | <2,50+0,00 | £2,50+0,00 | <2,50+0,00 | 22,63+0,37 23.00+0,00 | 23,00£0,00 | 23,00+0.00 | 21,0 min
log1oTCIDse/mL einschlieBlich 95% Reduktionsfaktor einschlielich 95% > 4 logso
Konfidenzintervall nach Konfidenzintervall nach Reduktion
Kontrollen | Konz. | Belastung | 5 min 15 min 30 min 60 min 5 min 15 min 30 min 60 min nach
Formaldehyd 0.7% PBS n.d. n.d. n.d. nd. nd. nd. n.d. n.d. nd.
Viruskontr. n.a. Agqua bid. nd. n.d. n.d. 5,50+0,35 n.a. na. n.a. n.a. n.a.
Viruskontr. n.a. 10,0% FKS nd. n.d. nd. 5,60+0,00 na. n.a. n.a. n.a. n.a.
Viruskontr. (S) n.a. Aqua bid. nd. n.d. n.d. n.d. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Viruskontr. (S) n.a. 10,0% FKS n.d. nd. n.d. n.d. na. n.a. n.a. n.a. n.a.
Interferenz- n A bid d d d d
Kontrolle PBS a. qua bid. n.d. n.d. nd nd. n.a. n.a. n.a. na. n.a.
Interferenz- n A bid d d d d
Kontrolle Des. a. qua bid. n.d. n.d. n.d. n.d. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Interferenz- 10,0% FKS d d d d
Kontrolle Des. n.a. ,0% nd. n.d. n.d. n.d. n.a. n.a. na. n.a. n.a.

n.d. = nicht durchgefuhrt

n.a. = nicht anwendbar

Viruskontr. (S) = Viruskontrolle mit Saule
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BVDV efficacy of Spray in Neu in a quantitative suspension test at 20°C

EXPERT OPINION

The virus-inactivating properties of the surface disinfectant Spray in Neu of Laboratorium Dr.
rer. nat H D. Deppe against bovine viral diarrhea virus (BVDV) strain NADL were
investigated by a quantitative suspension test according to the guideline of the Deutsche
Vereinigung zur Bekampfung der Viruskrankheiten e.V. (German Association for the Control
of Virus Diseases) and of the Robert Koch-Institute (RKI).

BVDV was chosen as a surrogate of hepatitis C virus (HCV) since there is no animal model
or cell culture system for growing this virus. Testing this surrogate virus the possibility is
created to give recommendations for the inactivation of HCV by the disinfectant.

According to this suspension test, a disinfectant or a disinfectant solution at a particular
concentration is considered as having virus-inactivating properties if within the recommended

exposure period the titre is reduced by 2 4 logs, (inactivation 2 99.99 %).

Spray in Neu was examined undiluted at 20°C. The exposure times were 0.5, 1.0, 2.0 and
5.0 minutes. After an exposure time of 30 s virus reduction exceeded 4 logqe-steps in all
assays. Due to the lack of guidelines simulating practical conditions, results of the
quantitative suspension test lead to the recommendation to use the instrument disinfectant

Spray in Neu for inactivation of BVDV (surrogate of HCV) as follows:

undiluted 30s
/~ -

Dr. J. Steinmann
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BVDV-Wirksamkeit Wirksamkeit von Spray in Neu im quantitativen Suspensions-
versuch bei 20°C

GUTACHTEN

Das Flachendesinfektionsmittel Spray in Neu des Laboratoriums Dr. rer. nat. H. D. Deppe
wurde gemaR Auftrag auf seine virusinaktivierenden Eigenschaften gegeniiber dem BVDV
Stamm NADL nach der Leitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bekampfung der
Viruskrankheiten e.V. (DVV) und des Robert Koch-Institutes (RKI) untersucht.

Das Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) diente dabei als Surrogatvirus fur das Hepatitis C
Virus (HCV), da dieses nicht im Tiermodell oder einem Zellkultursystem zur Vermehrung
gebracht werden kann. Durch die Testung dieses Surrogatvirus wird die Moglichkeit
geschaffen, Aussagen zu Anwendungsempfehlungen fur das zu prifende Praparat bezuglich
der Inaktivierung des HCV zu machen.

In der Leitlinie der DVV und des RKI wird dann von einer Virus-Wirksamkeit eines
Desinfektionsmittels ausgegangen, wenn nach einer bestimmten Einwirkzeit eine Reduktion
des initialen Virustiters um = 4 log,¢-Stufen (Inaktivierung 2 99,99 %) erfolgt ist.

Das Flachendesinfektionsmittel Spray in Neu wurde unverdunnt bei 20°C untersucht. Die
Einwirkzeiten betrugen 0,5, 1,0, 2,0 und 5,0 Minuten. Nach 30 Sekunden war eine Reduktion
des Virustiters in allen Ansadtzen um 2 vier logso-Stufen nachweisbar. Nach diesen
Ergebnissen des quantitativen Suspensionsversuchs kann in Ermangelung praxisnaher
Prufrichtlinien empfohlen werden, das Flachendesinfektionsmittel Spray in Neu zur BVDV-
Inaktivierung (Surrogat fiir HCV) wie folgt einzusetzen:

unverdiinnt 30 Sekunden

¥_
Dr. J. Bteinmann




Appendix Tabelle 1: Rohdaten (BVDV) fiir Spray in Neu (DVV/RKI) nach Behandlung mit MicroSpin™ $-400 HR Saulen (1. Versuch)

0000 | 0000 0000 0000 | 0000 0000
0.5 0000 0000 0000 0000 0000 0000 n.d. n.d. n.d.
0000 0000 0000 0000 0000 0000
Aqua bidest 1.0 0000 0000 0000 0000 0000 0000 nd. n.d. n.d.
4 20 0000 0000 0000 0000 0000 0000 i i i
: 0000 0000 0000 0000 0000 0000 d. d. 4.
0000 0000 0000 0000 0000 0000
Soray in Neu 50.0% 50 0000 0000 0000 0000 0000 0000 n.d. n.d. n.d.
pray o 05 0000 0000 0000 0000 0000 0000 4 o iy
: 0000 0000 0000 0000 0000 0000 4a. g d-
0 0000 0000 0000 0000 0000 0000 - - "
10.0% FKS 0000 0000 0000 0000 0000 0000
20 0000 0000 0000 0000 0000 0000 i - p
A 0000 0000 0000 0000 0000 0000 d- g d.
0000 0000 0000 0000 0000 0000
50 0000 0000 0000 0000 0000 0000 n.d. n.d. n.d.
Spray in Neu Aqua bidest. n.a. ut 0000 0000 0000 0000 nd. n.d. n.d. nd.
y in tttt 0000 0000 0000 0000
Zytotoxizitat ohne 80,0%
Saulen 10,0% FKS ha tat 0000} 0000 ) 0000 | 0000 |4 nd nd nd
0% 8. tttt 0000 0000 0000 0000 d. g d. d.
) 0000 0000 0000 0000 0000
Spray in Neu 50.0% Aqua bidest. n.a. 0000 0000 0000 0000 0000 n.d. n.d n.d nd.
Zytotoxizitat mit Saulen 4 0000 0000 0000 0000 0000
10,0% FKS n.a. 0000 0000 0000 0000 0000 nd. n.d. n.d. n.d.
) 2444 4444 4444 4444 0400 0000 0000
Viruskontrolle s Aqua bidest. n.a. 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 n.d. nd.
mit Saule 2 4444 4444 4444 4444 0003 0000 0000
10.0% FKS n.a. 4444 | 4444 | 4444 | 4444 0000 | 0000 | 0000 nd. nd.
) 4444 4444 4444 4440 0030 0000 0000
Viruskontrolle a Aqua bidest. na. 4244 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 nd nd.
ohne Saule 2. 4444 4444 2444 2444 0000 0000 0000
10,0% FKS n.a. 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 n.d. n.d.
n.a. = nicht anwendbar t = zytotoxisch 0 = kein Virus nachweisbar
n.d. = nicht durchgefuhrt 1 bis 4 = Virus vorhanden (Grad des CPE in 8 Kavitaten einer Mikrotiterplatte)




Appendix Tabelle 2: Rohdaten (BVDV) fiir Spray in Neu (DVV/RKI) nach Behandlung mit MicroSpin™ S-400 HR Séulen (2. Versuch)

05 0000 nd
_ 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 -d.
o 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 _&
Aqua bidest _ 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 -
: 0 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 o
: 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 e
50 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 i
Spray in Neu 80.0% , 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 d.
_ 05 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 o
_ 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 -d.
0 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 i
10.0% FKS : 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 -
, 20 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 —
‘ 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 d-
50 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 iy
. 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 d.
) ) Tt 0000 0000 0000 0000
N%ow%«m_%mﬂ_wn:m 80.0% Aqua bidest. n.a. % WMWM MMMM WMMM waw n.d. nd. nd. nd.
Saul o
ulen 10,0% FKS na. it 0000 0900 2900 e nd. nd. nd. nd.
A 0000 0000 0000 0000 0000
Spray in Neu £0.0% Aqua bidsst. na. 0000 0000 0000 0000 0000 n.d n.d n.d. n.d.
Zytotoxizitat mit Saulen . R 0000 0000 0000 0000 0000
10,0% FKS na. 0000 0000 0000 0000 0000 n.d. n.d. n.d. n.d.
) 4444 4444 2444 4444 0004 0000 0000 0000
Viruskontrolle s Aqua bidest. na 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 n.d.
mit Séule a 10.0% FKS -~ 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 g
: 3 4444 4444 4444 4444 0033 0000 0000 0000 G-
. 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000
Viruskontrolle na Aqua bidest. na. 4444 4444 4444 4444 4000 0000 0000 0000 n.d.
ohne Saule a 10.0% FKS - 2444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 iy
0% 2. 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 d.

n.a. = nicht anwendbar

n.d.

nicht durchgefihrt

t = zytotoxisch

0 = kein Virus nachweisbar

1 bis 4

Virus vorhanden

(

Grad des CPE in 8 Kavitaten einer Mikrotiterplatte)




Appendix Tabelle 3: Rohdaten (BVDV) fiir Spray in Neu (DVV/RKI)

0.5 titt 0400 0000 0000 0000 0000 0000 0000 nd.

10 tttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 nd

Aqua bidest ’ ttit 0040 0000 0000 0000 0000 0000 0000 o

i 20 ttit 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 nd

' tit 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 -

50 ttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 nd

Spray in Neu 10.0% i it 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 -
' 05 ttit 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 nd

' it 0444 0000 0000 0000 0000 0000 0000 -

10 ttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 n.d

10.0% FKS : it 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 Bl

' 20 ttit 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 nd

i tttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 -

50 tht 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 nd

' ttt 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 -

: . titt 0000 0000 0000 0000
N«Mwmwwmﬁmﬁwnam 10.0% Aqua bidest. n.a. MM WWMN wwmw Nmmw WWNW nd. n.d. nd. nd.
Saulen 9

10,0% FKS n.a. Ht 0000 0000 0000 0000 nd. nd. n.d. nd.

Spray in Neu Aqua bidest. n.a. nd n.d nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd.

AR A 10,0%
Zytotoxizitat mit Saul '
ytotoxiztat mit Saulen 10,0% FKS na. nd nd. nd. nd. nd. nd. n.d. n.d. n.d.
Viruskontrolle Aqua bidest. n.a. nd. nd. nd. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
mit S&ule n.a.
10,0% FKS n.a. n.d. nd. nd. n.d. n.d. nd. nd. n.d. nd.
Aqua bidest na 4444 4444 4444 4440 0030 0000 0000 0000 0000
Viruskontrolle na ’ - 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 0000
ohne Saule e 10.0% FKS na 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 0000
s = 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 0000
n.a. = nicht anwendbar t = zytotoxisch 0 = kein Virus nachweisbar
n.d. = nicht durchgefihrt 1 bis 4 = Virus vorhanden (Grad des CPE in 8 Kavitaten einer Mikrotiterplatte)




Appendix Tabelle 4: Rohdaten (BVDV) fiir die Formaldehyd-Kontrolle (20°C)

5 titt titt n.d
tt ttt ttt 0440 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 e
15 ttt ttt thtt 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 |
0.7% oBS titt ttt tt 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 <
Formaldehyd (M) 20 ttt ttt tt | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 p
ttt tit tt 0000 | 0000 | 0000 | oooo | oooo | "¢
50 ttt ttt titt 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | .
tt ttt tt 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 b

rmaldehyd 0.7% tttt it titt 0000 0000
_Mn oﬁox_w_ﬁwﬁ ) PBS na. it it P 0000 | 0000 nd. nd. n.d. nd.
Virus- A 4444 | 4444 | 4444 | 4440 | 0030 | 0000 | 0000 | 0000 | 0OOO
Kontrolle na Aqua bid na 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000

n.a
n.d.

nicht anwendbar
nicht durchgefihrt

t = zytotoxisch

0 = kein Virus vorhanden
1 bis 4 = Virus vorhanden (Grad des CPE in 8 Kavitaten einer Mikrotiterplatte)




Appendix Tabelle 5: Rohdaten fiir die Zellsuszeptibilitat

‘ . 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4334 | 0000 0000
PBS Aqua bidest. ohne 4444 | 4444 | 4444 | 4444 3000 | 0000 0000 n.d
10,0% n.d. n.d. nd. n.d. nd. n.d. n.d. nd. n.d.
kt bidest.
Testprodu Aqua bidest 50.0% 4442 | 4444 | 44s4 | 4444 | 0404 | 0000 | 0000 | 0000 |

4444 4444 4444 4444 0400 0000 0000 0000
10,0% n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d.

Testprodukt FKS 50 0% 4424 | 4a4a | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000 |
e 4444 4444 4444 4444 0004 0000 0000 0000 o
n.a. = nicht anwendbar t = zytotoxisch 0 = kein Virus vorhanden

n.d. = nicht durchgefthrt 1 bis 4 = Virus vorhanden (Grad des CPE in 8 Kavitaten einer Mikrotiterplatte)




