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1)

2)

3)

CONDIZIONI DI VALUTAZIONE CONCORDATE

Procedura adottata conforme atlarma di riferimento UNI EN 14675: 2006 (Quantitative
suspension test for the evaluation of virucidalhaigt of chemical disinfectants and aseptics
used in the veterinary area. Test method and reguents (phase 2, step, hdattata alla
verifica dell’attivita virucida sul virus MVS.

Prova preliminare, consistente nellaalutazione dellacitotossicita del prodotto VIROCID
sul substrato cellulare IB-RS2, sensibile al videla Malattia Vescicolare del Suino (SVDV)
ed utilizzato per le prove di verifica dell’effigacdi inattivazione. Tali prove sono effettuabili
solo se i prodotti presentano un livello di citaioga non interferente con la verifica stessa.

Valutazione del potere inattivante del prodotto ®@IRD sul virus SVDV alle seguenti
condizioni:

a) concentrazioni del presidigIROCID 0.5%, tempo d’azione 1, 5, 15, 30 minutialla
Temperatura di 10°C, in presenza di sostanze ermfi ad alta concentrazione,
consistenti in sieroalbumina bovina 1% ed estrditteevito 1% high level soiling);

b) concentrazioni del presidigIROCID 0.5%, tempo d’azione 1, 5, 15, 30 minutialla
Temperatura di 10°C, in assenza di sostanze inteitie

c) concentrazioni del presidigIROCID 2.5%, tempo d’azione 1, 5, 15, 30 minutialla
Temperatura di 10°C, in presenza di sostanze ersfi ad alta concentrazione,
consistenti in sieroalbumina bovina 1% ed estmditteevito 1% high level soiling);

d) concentrazioni del presidigIROCID 2.5%, tempo d’azione 1, 5, 15, 30 minutialla
Temperatura di 10°C, in assenza di sostanze inéeitie

Sulla base dei risultati riscontrati € stato riskdee concordato di procedere ad un secondo set
di prove per valutare I'efficacia del prodottoeadieguenti ulteriori condizioni:

e) concentrazioni del presidio VIROCID.0%, tempo d’azionel, 5, 15, 30 minutialla
Temperatura di 10°C;

f) concentrazioni del presidio VIROCIR,5%, tempo d’azionel, 5, 15, 30minuti alla
Temperatura di 10°C;

g) concentrazioni del presidio VIROCIR.0%, tempo d'azionel, 5, 15, 30minuti alla
Temperatura di 10°C.

Le valutazioni integrative sono state condotteisiassenza di sostanze interferenti, che in
presenza di sostanze interferenti ad alta concaoir@, consistenti in sieroalbumina bovina
1% ed estratto di lievito 1%high level soiling, anche per confermare l'effetto di
precipitazione osservato nel corso del primo setaliitazioni con conseguente inibizione
dell'attivita del prodotto sul virus SVDV.

Test addizionali eseguiti

Oltre ai test concordati sono stati effettuatefidre del potere virucida del presidio in valutamo
su altri virus, in particolare sono stati scelti:

Per

Pag

il virus dell’afta epizootica (FMDV), appartenentdla stessa famiglia virale del virus
SVDV (Picornaviridag, quindi avente caratteristiche strutturali simia una maggiore
sensibilita ai trattamenti chimico-fisici;

il virus della Stomatite Vescicolare (VSV), strutilmente diverso dai precedenti, in quanto
dotato di envelope.

entrambi i virus le condizioni testate sontesta
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a) concentrazioni del presidio VIROCID 0.5%, tempozitime 30 minuti alla Temperatura di
10°C, in presenza di sostanze interferenti ad alt@centrazione, consistenti in
sieroalbumina bovina 1% ed estratto di lievito 1%glt level soiling);

b) concentrazioni del presidio VIROCID 0.5%, tempozitme 30 minuti alla Temperatura di
10°C, in assenza di sostanze interferenti.

METODOLOGIA ADOTTATA

Virus utilizzati:

- Swine Vesicular Disease Virus, ceppo di referetalgal 72 (equivalente al ceppo UK72)

- Vesicular Stomatitis Virus, strain Indiana

- Foot-and-Mouth Disease Virus, sierotipo Asia laistiNepal 29/97

- Foot-and-Mouth Disease Virus, sierotipo O, strajiiM@nisa
Le matrici virali sono conservate a -80°C in teoeh coltura MEM addizionato col 2% di Siero
Fetale Bovino.

Linea cellulare sensibile impiegata per tutti i vius:
- IB-RS2 (rene suino)

AMBIENTI in cui sono state eseguite le prove:

| virus SVDV e FMDV possono essere manipolati esglmente in Laboratori autorizzati, elencati
nella Direttiva europea 2003/85/EC; tali strutt@@vono essere conformi a quanto disposto nel
documento Minimum standards for Laboratories working with FMDOn vitro and in vive -
European Commission for the control of Foot and Mdbdisease’

Pertanto le prove sono state effettuate nei laborad elevato contenimento (BSL3+) del Centro
Nazionale di Referenza per le Malattie Vescicolpresso I''ZSLER, Brescia, che e I'unica sede
italiana autorizzata dal Ministero della Salutéusilizzo di questi agenti virali.

Il Laboratorio € incaricato quale Centro di refe@®IE per la Malattia Vescicolare del Suino.

1. Prova preliminare:
Allestimento di 8 diluizioni seriali in base 10 dalesidio,a partire dalla concentrazione piu
alta in esame, corrispondente al 2.5% (1/40), ret® di coltura MEM con 5% Siero Fetale
Bovino. Semina di 10 repliche di ciascuna dellecemtrazioni scalari del prodotto (range
1/40- 1/400.000.000, I6°-10%% su colture cellulari della linea IB-RS2, coltigain
micropiastre a 96 pozzetti, seguita da valutaziomediante lettura microscopica
dell’eventuale effetto citotossico fino a 48 hmkubazione.

2. Verifica dell’attivita inattivante :
Determinazione comparativa del titolo infettanteuda matrice di enterovirus della Malattia
Vescicolare del Suino ad elevato titolo, pre-ttattaon il presidio alle condizioni sopra
esposte e non trattata come controllo di riferimnebt prova € effettuata in micropiastre per
colture cellulari a 96 pozzetti. Il titolo infett@nvirale € valutato su cellule IB-RS2 ed &
espresso in TCIEYmI: n° 1 TCID;¢/ml equivale alla dose infettante il 50% delle oodt
cellulari inoculate (n° 5 colture per ciascuna idilone del virus), contenuta in 1ml.
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RISULTATI

NOTA

L’'aggiunta del prodottoalla sospensione virale in presenza delle sostamterferenti
(sieroalbumina bovina 1% ed estratto di lievito B8gh level soiling determina una immediata
precipitazione, quantitativamente e visivamenteppreionale alla concentrazione del prodotto
stesso. Entro pochi minuti si assiste ad una flezoone con successiva separazione di fase, il che
puo comportare un’attivita interferente da partéedmuddette sostanze.

L’aggiunta del prodottoalla sospensione virale, in assenza di sostanzeigie, comporta la
comparsa di una torbidita omogenea proporzionéecahcentrazione del prodotto.

1) Prova preliminare: citotossicita causata dalle solzioni del prodotto in esame

Il prodotto ha presentato effetto citotossico su IBRS2 fino alla concentrazione 0,025%di
conseguenza, la valutazione della capacita infietteal virus trattato con il prodotto e leggibile
solo alle diluizioni virali in cui la concentrazierdel prodotto a contatto con la coltura cellukare
scesa sotto lo 0,025%.

Per la determinazione del titolo infettante, la edetogia prevede la semina in colture cellulari
sensibili di diluizioni seriali in base 10 dellaspensione virale; nelle valutazioni dell’attivita
virucida, trascorso il tempo di contatto della ne&trvirale con il prodotto, la sospensione virale
(trattata e non trattata) viene diluita serialmemtgeminata in colture cellulari. Questa operazione
comporta anche la diluizione seriale in base 1(Qodadotto, a partire dalla concentrazione soggetta
a verifica. Nel caso di VIROCID valutato alla contrazione del 2.5% la lettura dellinfettivita
virale dopo trattamento, senza rischio di confusisovrapposizione con l'azione citotossica del
presidio, & quindi possibile a partire dalla diloiee della sospensione virale 1/1000{.0a cui
corrisponde la concentrazioni del prodotto 0.002B%%ai priva di effetto citotossico.

Per poter effettuare la prova e necessario dispdirtgna matrice virale che raggiunga un titolo
infettante molto elevato, per avere una finestrdettura di almeno 4 Logl0 (equivalenti alla
diminuzione del titolo infettante dopo trattamentcessaria per affermare I'efficacia del prodotto
in conformita alla EN 14675) a partire dalla diloize 10°.

La matrice utilizzata € conforme a questo requisitendo dimostrato un titolo infettante medio di
10°® (range 18 — 10"° TCIDs¢ml) nella prima serie di valutazione e *1Qrange 18° — 16-*°
TCIDs¢/ml) nella seconda serie di prove (dettaglio nilleelle allegate).
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2) Valutazione attivita inattivante

Prima serie di valutazioni concordate

Ogni condizione e stata esaminata in due proveamtienti.

| risultati della titolazione parallela di matrigirali non trattate (controllo) e trattate con rbgotto

in esame alle condizioni concordate, in presenraassenza di sostanze interferenti, sono espressi
nelle tabelle segueni valori sono riportati come medie delle due repliche).

Risultati della titolazione dbVDV non trattato e trattato coN| ROCID
Risultati espressi come Log10 TGnl

Condizioni esaminate : Temperatura di conta@6gC
senza sostanze interferenti

Controllo VIROCID 0.5% Controllo VIROCID 2.5%
non non
trattato* 1 5’ 15’ 30" | trattato* r 5 15’ 30’
9.7 8.3 8.3 7.3 73| 93 75 | 66 | 56| 52
ALogl0 | 1.4 1.4 2.4 24| Aloglo| 1.8 | 27| 36| 41

Condizioni esaminate : Temperatura di conta@6gC
in presenza di sieroalbumina bovina 1% e estrattoidievito 1%

Controllo VIROCID 0.5% Controllo VIROCID 2.5%
non non
trattato* 1 5’ 15’ 30" | trattato* r 5 15’ 30’
9.7 95 | 97 | 93| 90| 97 93 | 88| 83| 85
Aloglo| 02 | 00| 04| 07| Alogio| 04 | 09 | 14| 1.2

*. Il virus di controllo non trattato e stato selilmpmente incubato a 10°C per 30 minuti.

NOTA: nella determinazione del titolo infettanteshta sulla semina di diluizioni seriali in base 10,
variazioni di 1 log10 in prove indipendenti possoiemtrare nella variabilita biologica del metodo.

Il dettaglio dei risultati di ciascuna prova, coniferimento alle date di esecuzione, e fornitoneoallegato.
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Seconda serie di valutazioni concordate
Risultati e data di esecuzione delle prove sonartd nelle tabelle seguenti.

Risultati della titolazione dbVDV non trattato e trattato col| ROCID
Risultati espressi come Logl0 TGl

Condizioni esaminate : Temperatura di conta@sC
senza sostanze interferenti

VIROCID 1% VIROCID 1.5% VIROCID 2%

20/02/2012 22/02/2012 27/02/2012

C* r 5 | 15 | 30 C* r 5 | 15 | 30 C* r 5 | 15 | 30

8.70 1 7.10|/6.30| 5.50| 5.90| 9.10 | 8.30| 7.10| 5.50| 5.50] 9.30 | 6.50| 5.90| 5.50| 5.50

A A A
Log10 1.60| 2.40| 3.20| 2.80 Log10 0.80| 2.0 | 3.60| 3.60 Log10 2.80| 2.40| 3.80| 3.80

Condizioni esaminate : Temperatura di conta@6C
in presenza di sieroalbumina bovina 1% e estrattoidievito 1%

VIROCID 1% VIROCID 1.5%
21/02/2012 24/02/2012
C* r 5 | 15 | 30 C* r 5 | 15 | 30
9.10 [ 9.50| 8.30|8.30| 8.90| 8.90 | 8.90| 8.30| 8.50| 7.70

A A
Log10 04| 1.2| 1.2 0.2 Log10 0 06| 04| 1.2

*. Il virus di controllo non trattato e stato selilmpmente incubato a 10°C per 30 minuti.

NOTA: nella determinazione del titolo infettantesbta sulla semina di diluizioni seriali in base 10,
variazioni di 1 log10 in prove indipendenti possoiemtrare nella variabilita biologica del metodo.

CONCLUSIONE

In accordo alla Norma UNI EN 14675 2006, il prodati esame € considerato efficace quando si
dimostra una riduzione del titolo infettante di jtaaLog10 o superiore, in un tempo d’azione di 30
minuti o inferiore, alla temperatura di 10°C, natlendizioni di sostanze interferenti scelte per la
prova.

Dall'esame dei risultati della prima serie di valzibni si evince che VIROCID determina una
riduzione del titolo infettante di SVDV di almenolLég (abbattendo la carica virale del 99.99%)
rispetto al virus non trattato nel tempo di 30 ntiinaila concentrazione piu alta esaminata (2.5%) e
senza aggiunta di sostanze proteiche. Alle stesselizioni, la concentrazione di prodotto
equivalente allo 0.5% ha determinato una riduzinefettivita di 2.4 Log (equivalente al 99.6%).

Con la seconda serie di prove si e voluto veriécse la medesima efficacia virucida osservata con
la concentrazione 2.5% poteva essere raggiuntz@ocentrazioni intermedie (1%, 1.5%, 2%) del
prodotto.

| risultati hanno evidenziato che l'efficacia delt®ncentrazioni di VIROCID 1.5% e 2% é
pressoché equivalente e non si discosta signiamatente da quella dimostrata dalla concentrazione
2.5%. Con ciascuna delle tre concentrazioni, dopdemmpo d’azione di 15 minuti, il prodotto
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VIROCID ha abbattuto la carica infettante di 3,6 358 Logl0 (99,975% - 99,984%
rispettivamente); prolungando il tempo d’azioneCan3inuti, si € osservato un ulteriore aumento
dell’efficacia, fino a superare la soglia di quatttoglO rispetto al controllo, solo con la
concentrazione di VIROCID piu elevata (2,5%). Sit@mea tuttavia che la differenza dei titoli
infettanti residui osservati dopo il trattamentmde tre concentrazioni 1.5%, 2% e 2.5% e minima
e potrebbe rientrare nella variabilita tra repliahgta nei test biologici.

L’insieme dei risultati porterebbe ad ipotizzares diefficacia del VIROCID a 10°C raggiunge un
plateau d'azione, equivalente all’abbattimento dé 3- 4.1 Logl0, in 15-30 minuti alla
concentrazione dell’1.5%; per avvalorare I'ipotearebbe necessaria la prova di efficacia di una
concentrazione decisamente superiore a quella massilutata, ad esempio del 5%, al fine di
verificare se alllaumentare della concentraziomeiggonde un ulteriore aumento di efficacia o no.

E’ rilevante segnalare che in condizioni High level soiling, generate dalla presenza di
sieralbumina bovina 1% ed estratto di lievito 1%fficacia del prodotto € pressoché annullata,
suggerendo che una elevata carica proteica inaftiveostanze del prodotto efficaci sul virus
SVDV.

Personale coinvolto:
Dr. Emiliana Brocchi — responsabile del centroefierenza: coordinamento e stesura del report.
Dr. Marco Bugnetti — dirigente di laboratorio: eseione e lettura delle prove.

Dott.ssa Emiliana Brocchi
(responsabile Centro Nazionale di Referenza pelalattie Vescicolari)
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TEST ADDIZIONALI ESEGUITI SU ALTRI VIRUS

Visto l'effetto che sostanze proteiche provocanthedficacia virucida del prodotto e al fine di
indagare sui meccanismi d’azione e sulla efficdelde diverse sostanze attive presenti nel prodotto
VIROCID, la valutazione é stata estesa ad altretighadogie di virus, selezionati in base ai seguent
criteri:

- il virus dell’afta epizootica (FMDV), perché appamente alla stessa famiglia virale del virus
SVDV (Picornaviridag, quindi simile per le caratteristiche strutturalia caratterizzato da
una maggiore sensibilita ai trattamenti chimicaefisin particolare la prova e stata ripetuta
con due diversi sierotipi aftosi, il sierotipo Gl sierotipo Asia 1.

- il virus della Stomatite Vescicolare (VSV), un rabdus strutturalmente diverso dai
precedenti e dotato di envelope lipoproteico.

Per entrambi i virus le condizioni selezionate lpevalutazione del potere virucida del prodotto in
esame sono state la concentrazione dello 0.5% oteinpontatto 30 minuti a 10 °C, sia in assenza
che in presenza di sostanze interferenti (condezibigh level soiling).

| risultati, riportati nella tabella che segue, dstrano che:

- per i Picornavirus FMDV é confermata la piena effia del VIROCID in assenza di
sostanze interferenti, con oltre 4 Log di riduzialed!'infettivita anche alla concentrazione
dello 0.5%, coerentemente con la nota, maggioiétéati FMDV rispetto a SVDV;

- € altresi confermato I'annullamento dell’efficadealle sostanze attive sui Picornavirus in
presenza di alta carica proteica (BSA 1% + estuitti@vito 1%);

- con un virus strutturalmente diverso come VSV, VIRD ¢ efficace allo 0.5% in entrambe
le condizioni, “clean” (senza aggiunta di sostaimterferenti) e “high level soiling”.

Le ragioni plausibili per questa diversa reattiviiassono dipendere dalla struttura dei virus
esaminati e dai diversi meccanismi d’azione delktanze attive presenti nel prodotto. Ad esempio,
virus con envelope sono sensibili all'azione dioglcmentre virus senza envelope (come |
Picornavirus) sono resistenti; tra i componenti MEBROCID la glutaraldeide € efficace in idonee
concentrazioni sui virus SVDV e FMDV.

E’ probabile che il fenomeno di precipitazione @flulazione che si osserva in condizioni di high
level soiling sia dovuto alla polimerizzazione dafiroteine ad opera della glutaraldeide e che una
elevata concentrazione proteica segreghi l'attidglla glutaraldeide, rendendo inefficace il
prodotto sui picornavirus. Diversamente, il VSV tato di envelope lipoproteico esterno, rimane
sensibile all’azione del componente alcolico présael VIROCID.

Temperatura di contattto °C, TEMPO 30’
VIROCID 0.5%

Senzasostanze | poa 1944 jevito 1%
interferenti
A A Data

Virus Trattamenta Titolo virale Log10 Titolo virale Log10

Controllo 8.1 8.1
VSV >4.6 >4.6 | 4/2/2012

Trattato <3.5 <35

Controllo 7.9 7.5
FMDV > 4.4 14 | 7/2/2012
Asia 1l Trattato <35 6.1

Controllo 7.1 )
FMDV > 3.6 non esaminato 5/1/201p2
O Trattato <3.5
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ALLEGATO
Risultati della titolazione di matrici virali MVSom trattate e trattate con VIROCID
Dettaglio delle repliche effettuate per la primaiseali prove

Risultati espressi comeLog 10 TCIDso/ml

SVDV + VIROCID 0.5% IN MEM SENZA SOSTANZE INTERFERENTI
1'10° C 510°C 15’ 10°C 30’ 10°C CONTR 30’ 10° C

data 4/1/12 9/1/12 4/1/12 9/1/12 4/1/12 9/1/12 11/ 9/1/12 4/1/12 9/1/12

Logl0 .
TCIDgy/ml 8.50 8.10 6.70 8.50 7.10 7.50 7.50 7.10 9.70 9.70

SVDV + VIROCID 2.5% IN MEM SENZA SOSTANZE INTERFERENTI
1'10° C 510°C 15’ 10°C 30’ 10°C CONTR 30’ 10° C

data 11/1/12| 18/1/12 11/1/12 18/1/12 11/1/02 18/1f12 1MW | 18/1/12] 11/1/12 18/1/12

Logl0 L
TCIDgJ/ml 7.50 7.50 6.50 6.70 5.70 5.5( 5.50 4.90 9.50 9.10

SVDV + VIROCID 0.5% IN MEM CON SIERALB. BOVINA 1% ed ESTR. DI LIEVITA%
1'10° C 510°C 15’ 10°C 30’ 10°C CONTR 30’ 10° C

data 16/1/12| 21/1/120 16/1/12 21/1/12 16/1/12 21/1f12 1M&| 21/1/12] 16/1/12 21/1/12
Logl0 L
TCIDs/ml 9.50 9.50 10.30 9.10 9.10 9.5( 8.90 9.10 9.50 9.90

SVDV + VIROCID 2.5% IN MEM CON SIERALB. BOVINA 1% ed ESTR. DI LIEVITA%
1'10°C 510°C 15’ 10°C 30’ 10°C CONTR 30’ 10° C

data 13/1/12| 20/1/12 13/1/12 20/1/32 13/1/012 20/112 1M3 | 20/1/12] 13/1/12 20/1/12

Logl0
TCIDgy/ml 9.70 8.90 8.50 9.10 8.10 8.5( 8.70 8.30 9.90 9.50

NOTA: nella determinazione del titolo infettanteshta sulla semina di diluizioni seriali in base 10,
variazioni nelle repliche di 1 1og10 rientrano aelariabilita biologica del metodo.
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