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Kontrol Raporu

1. Laboratuar
MikroLab GmbH, Norderoog 2, D-28259 Bremen

2. Numunenin Teshis Edilmesi (Kontrol Konusu)

Kontrol rapor no SO05MI1300

Isveren Sarastro GmbH

Uriin amblemi Bacoban

Kullanim alani Yiizey dezenfeksiyonu

Dolum no 20050504

Uretim tarihi -

Tahakkuk -

100 g cinsinden aktif 6zdek(ler) ve %65,8 etanol, %9,4 izopropenol, %1,0 Benzal

bunlarm konsantrasyon (lari) koynum klorid

Goriiniim ve koku Seffaf, renksiz ¢ozelti
Uriin spesifikli

pH-degeri(leri) (cam elektrot) Seyreltilmemis: 6,26 (20°C)

Depo kosullar1 Oda sicakligi, karanlik (muhafaza alani serbest
olarak ulasilabilir degildir)

Babacon teslimat tarihi 12.05.2005

Seramik yasi teller Isveren tarafindan bize birakilmistir

3. Materyal

3.1 Cevre ve Reaktifler

- Earle’s BSS ile Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM, Cambrex Bio Science
Verviers s.p.r.l, katalog no: 12-125F)

- Fotales Kalberserum (Biochrom AG, Madde no: S 0115)

Schaferythrozyten (atesli - gida maddesi teknigi, Madde No: 31100100)

- Aqua bidest (Fresenius Kabi Almanya, Madde No: P2N 1636071)

- PBS (invitrogen, madde no: 18912-014)
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- BSA (Sigma — Aldrich Chemie GmbH, madde no: CA-2153)
- Agar — Agar (igveren tarafindan birakilmstir)

3.2 Viriis ve Hiicreler

A/ordek/Ukrayna/1/63 (H3NS8) grip virlisli, Virlis hastaliklar1 federal arastirma kurumunun
Friedrich — Loeffler enstitiisii kus gribi ve Newcastle Diesease i¢in olan referans laboranti
Saym PD Dr. Timm Harder tarafindan ortaya atilmistir. Bu viriisler kontrol amagli kus gribine
neden olan prototip olarak tarafimiza gonderilmisti. Riem adasindaki hayvan BFAV’lerin
hiicre ¢izgisi i¢in hiicre bankasi olan MDCK-hiicreleri tarafimiza sayin Dr. R. Ribe tarafindan
iletilmistir. Hiicreler periyodik araliklarla morfolojik degisimler {izerinde ve maykoplazmali
bulasma tiizerinden incelenmistir. Ayrica morfolojik degisimler ve maykoplazmalar tekrar
edilerek gosterilememistir.

3.3 Aletler

— kulugka dolab1 (CO; — kulugka, Nunc GmbH & Co. KG, model QWIJ350)
— hizli donen karistirict (mitkemmel karistirict, tip G S60E)

— masa santrifiijii (Sigma — Aldrich — Chemie GmbH, tip 113)

— dontisiimlii mikroskop (Olympus, Tip CK 30)

Santrifiij 5804 R (Eppendorf AG)

— su banyosu (JULABO, Julabo U 3)

— degisken Eppendorf Pipetleri
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4. Kontrol Kosullari

Kontrol sicakligt 22°C +£1,0°C

Uriin konsantrasyonu (Bacoban) Seyreltilmemis

Deneye  baslamadan 6nce  seramik | 3, 5 ve 10 giin
fayanslarin kaplanmasi

Virlis silispansiyonuna seramik fayansin | 0, 30 ve 60 dakika
niifuz etme siiresi

Baglangictaki albiimin dolumu % 0,03 serum alblimin (EN 14476:2005 gore
temizlik kosullari)

Dezenfeksiyon madde etkisinin | Jel filtresi (sephacryl kolonu)

kaldirilmasi

Viriis kaynagi A/6rdek/Ukrayna/1/63 (H3HS) kus gribi virlisii

Kontrol siire¢ alant 04.04.2006 — 09.06.2006

Kontroliin bitirilmesi 09.06.2006

5. Metotlar

5.1  Viriis Siispansiyonun Uretimi

Eagle’s Minimum Medium ve %10 veya %2 fotalem Kalberserum ile kiiltiirlenen MDCK
hiicresi viriis siispansiyonun iiretimi i¢in 175 cm” hiicre kiiltiir sisesi (Nunc GmbH & Co. Kg.,
madde no: 156502) icersinde kus gribi viriisiiyle asilanmistir. izotopik etkilerin olusumundan
(CPE) (yaklasik 24 saat sonra) sonra viriis iirlinleri ortaya ¢ikmistir. Sonug viriis siispansiyonu
olarak elde edilmistir, tam say1ya boliinmiistiir ve 80°C de muhafaza edilmistir.

5.2 Seramik Fayanslarin On Muamelesi ve Kaplanmasi

Seramik fayanslar iiretici tarafindan, tarafimiza hizmete sunulmustur. S6z konusu olan ise
kaplama yapilmadan kisa bir siire 6nce %100 izopropenola yatirilan ve 2 cm yarigapa sahip
kontrol materyali idi. Cikartildiktan sonra bir bez ile temizlendi ve 8 koseli fayanslara havada
kurumasi i¢in birakildi. Ondan sonra ise yiizey dezenfeksiyon maddesinin bir pipet ucu
yardimiyla kenara kadar dagitildigi yerde 50 uL Bacoban ile kaplama yapilmistir. Oda
sicakligindaki muhafaza siiresi 3, 5 ve 10 giin arasinda olmustur. Deneye baslanmadan 6nce
dolaysiz olarak seramik fayanslar steril ve %0,85 NaCl ¢ozeltisi igersine batirilan seliiloz
tampon ile temizlenmistir.
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5.3 Seramik Fayanslarin Yiiklenmesi ve Viriislerin Geri Dontigiimii

Kaplanan seramik fayanslarin anti viriis 6zelliklerinin analizi i¢cin deney baglangicinda; 40uL
viriis slispansiyonu, 10 pL yiik 6zdegi ve 50ul. Agar-Agar karistirilmistir. Yiiklemede s6z
konusu olan EN 14476:2005 gore yapilan diisiik (temizlik kosullar) ve yiiksek yiiklemeydi
(kirlilik kosullar1). Diisiik yiikleme i¢in test tahsisatinda 0,3 g/ BSA konsantrasyonunu
olusturan %0,3’1ii BSA-¢ozeltisinin 10 pL (biiyiikbas hayvan serum albiimin Chon fraksiyonu
V) ilave edilmistir. Yiiksek yiikleme icin ise 3,0 g BSA ve 3 ml yikanmis, 100 mililitre bagina
paketlenmis Schaferythrozyten ihtiva eden bir ¢ozelti ilave edilmistir (test baslangicindaki
konsantrasyon 3,0 g/ BSA + 3 mL/l aritilmig Schaferythrozyten). Her iki ¢ozeltinin iiretimi
de EN 14476:2005’in madde 5.2.3.3’iline gore olmustur.

Buna miiteakip ise yukarda belirtilen tahsisatin 100 pL, seramik fayanslar iizerine iki kati
tahsisat olarak konmustur. Nemli oda icersindeki kulucka siiresi 0,30 ve 60 dakika tutarinda
olmustur.

Viriis geri doniisiimii i¢in kulugka siiresi bitiminden sonra seramik fayans 900 pL soguk
Eagle’s Minimum Essential Medium ve Earle’s BSS ile defalarca durulanmistir. Daha sonra
ise Eluataki viriisler belirlenmistir.

54  Enfeksiyonun Tespiti

Enfeksiyonun belirlenmesi mikro titreleme yontemindeki son nokta, titreleme yardimiyla
yapilmistir. Ayrica numunenler ¢ikartildiktan sonra ilk etapta donma soguklugundaki bir
cevrede, faktor 10 ile seyreltilmistir. Ayrica her defasinda miinferit ¢ozeltinin 100 pL’si steril
96-miikemmel mikrotit fayanslarin 8 oluguna (Nunc GmbH & Co. Kg, madde no: 149026)
konan MDCK-hiicreleriyle nakledilmis (oyuk basmna yaklagik 2,7 x 10" hiicre) ve 37°C deki
fayanslar CO,- kulucka dolab1 igersinde (%5 CO, miktar1) kulugkaya yatirilmistir. 5 giin
sonra ise ters bir mikroskopla mikrotit fayansin miinferit oyuklarindaki viriis spesifikli CPE
karar1 hakkinda tahsisatlarin degerlendirilmesi yapilmistir. Viriistitlerin hesaplanmasi
(TCIDs¢/ml = doku kiiltlirii enfeksiyon kutusu) asagidaki formiil ile Spearmen ve Karber
metoduna gore yapilmistir:

LOgloTICD50= - (Xo — 0,5 + ZI’ /n )

Bu formiil i¢ersindeki

Xo=logio %100 pozitif reaksiyonlu en diisiik seyreltidir.
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r = %100 pozitif ve en yiliksek tiim pozitif seyrelti basamaklariyla en diisiik seyrelti
basamaginin pozitif tespitinin miktari
n= seyrelti basamag1 balina tespitin miktar1

5.5 Hiicre Toksinleri Rediiksiyonu

Seramik fayanstan durulan Eluat belirgin bir hiicre toksinlerini gdsterdiginden dolay1 hayvan
atig1 sunumuna iligkin olarak MicroSpin S-400 HR-siitunlar1 (sephacryl) olusturulmustur.
Niifuz siiresi bitiminden sonra dolaysiz olarak her defasinda, iireticinin verilerine gore
onceden siki bir sekilde tahlil edilmis olan ve ek olarak %0,5’li BSA — ¢6zeltinin 200 uL ile
durulanmig olan, Eluatin 100 pL’si MicroSpin S-400 HR-siitununa verilmistir. Viriistiitlerin
stitun faaliyetleriyle zarar gérmedigi ispati i¢in gerekli kontroller de yapilmistir. Eluat’in 100
pL’si ile 5.4 iceriginde tanimlandigi lizere viriistrasyon ircaa edilmistir.

5.6  Kontroller

Inaktif deneydeki viriistitlerin tespiti i¢in deney baslangicinda dolaysiz olarak ve deney
bitiminde MicroSpin S-400 HR-kolonlar1 ile ve MicroSpin S-400 HR-kolonlar1 olmaksizin
gergeklesen kontrol tahsisatlar1 da (virlis kontrolleri) islenmistir. Bu tahsisatlar her iki
yiiklerin (temizlik ve kirlilik kosullari) altinda icra edilmistir.

Viriisleri inaktif hale getiren Bacobanin 6zelliklerini belirleyebilmek i¢in seramikle kaplanan
fayansa ve de kaplanmayan fayansa paralel olarak; 40 uL Viriis siispansiyonu, 10 uL yiik
0zdegi ve 50 uL. Agar-Agar ile ¢ift tahsisatli olarak kaplanmistir.

Ek olarak oOnceden tanimlanan kontrollere iliskin olarak deney tahsisatina uygun olan
hiicrelerin sadece hiicre ¢evre kiiltiirii ile donatildig1 hiicre kontrolleri de yapilmustir.

5.7  virlsii inaktif hale getiren etkinin hesaplanmasi ve degerlendirilmesi

Bacoban — seramikle kapli — fayansi viriisleri inaktif hale getiren etkisinin degerlendirilmesi;
seramik kapli olmayan fayansla her zaman paralel olarak icra edilen tahsisata kargin hayvan
atig1 (¢cikarma) hesaplamasiyla yapilmistir. Bu fark rediiksiyon faktorii (RF) olarak
verilmektedir.
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6. Sonuglar
Inaktif hale getirme deneylerinin arastirilan sonuclari tablo 1 ile 3 arasinda bulunmaktadir.

Onceki muhafaza ve niifuz siiresinden (0, 30 ve 60 dakika) bagimsiz olarak kaplamali
olamayan seramik fayans iizerinde virlislerin rediiksiyonun olmadigmi ii¢ tablo
gostermektedir. Tasvir edilen viriistitler sadece bu tarz saptamalarda olagan dalgalanmay1
gosterir.

Bu teshise aykiri olarak seramik kapli fayansi kontroliinde sekilsiz hayvan rediiksiyonlarina
rastlanilmistir. Boylelikle 30 dakikalik niifuz siiresinden sonra temizlik kosullar1 altinda
(diisiik ytikleme) ileriki rediiksiyon faktorleri (iki tespitin ortalama degeri) gosterilebiliyordu:
3,38 (ii¢ giinliikk muhafaza siiresi), 2,94 /5 giinlik muhafaza siiresi) ve > 3,24 (on giinliik
muhafaza siiresi).

Kirli yiikleme altinda indirgenmis hayvan rediiksiyonlarma rastlanilmistir: 2,82 (ii¢ giinliik
muhafaza siiresi), 2,68 (bes giinlik muhafaza siiresi) ve 1,31 log;o-basamaklar1 (on giinliik
muhafaza siiresi).

60 dakika niifuz siiresinden sonraki ilgili rediiksiyonlar temizlik kosullar1 altindaki tutarlari;
>4,62 (li¢ glinlik muhafaza siiresi), > 4,50 (bes gilinlik muhafaza siiresi) ve > 4,40 log;o-
basamaklar1 (on gilinliik muhafaza siiresi). Kirli kosullar altinda su rediiksiyon faktorleri
Ol¢tilmiistiir: 3,00 (¢ glinliik muhafaza siiresi), > 4,50 (bes giinliik muhafaza siiresi) ve 3,55
(on giinliik muhafaza siiresi).

Boylece viriistitlerin 60 dakikalik niifuz siiresi rediiksiyonundan sonra kirlilik kosullar1 altinda
bu rediiksiyon %99,9 dan daha fazla seyrederken, temizlik kosullar1 altinda bu durum %99,99
dan daha fazla olarak ¢ikmustir.

Dezenfeksiyon maddesi Bacoban ile seramik fayans kaplamanin kus gribi viriisiiniin
preslenerek viriis inaktif hale getirmek i¢in 30 ve 60 dakikalik bir siireye ihtiya¢ duyuldugunu
ki burada kisa siireler kontrol edilmemistir 6zet olarak formiile edilebilir. Seramik fayanslar
on giin dncesinden oda sicakliginda muhafaza edildiginde de Bacoban etkililigi kendini
gostermistir.

Imza
Dr. J. Steinmann
MiroLab GmbH teknik bilgi miidiirii



