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EXPERT OPINION
This expert opinion is based on the test report BO7ML458V 2™ version of 21/06/2007.

The virus-inactivating properties of the surface disinfectant Meliseptol Foam (pure) of B.
Braun Medical AG against vaccinia virus strain Elstree 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 the Robert
Koch-Institute (RKI) with an additional soil load (dirty conditions) according EN 14476:2005.
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 logq, (inactivation = 99.99 %).

Meliseptol Foam (pure) was examined undiluted at 20°C. 1, 2, 3 and 5 minutes were chosen
as exposure times. After an exposure time of 1 min virus reduction exceeded 4 logq,-steps in
all assays. Therefore, a virucidal activity was measured as follows: -

undiluted 1 min.
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Vakziniavirus-Wirksamkeit von Meliseptol Foam (pure) im quantitativen Suspensions-
versuch bei 20°C

GUTACHTEN

Dieses Gutachten basiert auf dem Prifbericht BO7ML458V vom 21.06.2007 2. Version.

Das Flachendesinfektionsmittel Meliseptol Foam (pure) der B. Braun Medical AG wurde
gemaR Auftrag auf seine virusinaktivierenden Eigenschaften gegeniiber dem Vakziniavirus
Stamm Elstree nach der Leitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bekampfung der
Viruskrankheiten e.V. (DVV) und des Robert Koch-Instituts (RKI) und zusatzlich mit hoher
Belastung nach der EN 14476:2005 untersucht.

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 2 4 log4-Stufen (Inaktivierung = 99,99 %) erfolgt ist.

Das Flachendesinfektionsmittel Meliseptol Foam (pure) wurde unverdinnt bei 20°C
untersucht. Die Einwirkzeiten betrugen 1, 2, 3 und 5 Minuten. Nach einer Minute war eine
Reduktion des Virustiters in allen Ansétzen um 2 vier logq,-Stufen nachweisbar. Somit ergibt

sich eine Wirksamkeit wie folgt:

unverdiinnt 1 Minute

S/ /0
Dr. J. Steinmann
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1. Laboratorium

MikroLab GmbH, Norderoog 2, D-28259 Bremen

2. ldentifizierung der Probe (Priifgegenstand)

Auftraggeber B. Braun Medical AG
Produktbezeichnung Schnelldesinfektionsmittel 01/02/02 - 135
Anwendungsbereich Flachendesinfektion

Chargennummer 01/02/02 - 135

Herstellungsdatum 05.04.2007

Verfall -

Aktive Substanz(en) und

) -1-
ihre Konzentration(en) in 100 17,0 % Propan-1-ol

0,23 % Didecyldimethylammoniumchlorid

mL
Aussehen und klare, farblose Flussigkeit
Geruch alkoholisch

unverdinnt: 5,37 (20°C)

10,0 %: 8,18 (20°C)

Raumtemperatur, dunkel (Aufbewahrungsbereich
nicht frei zugénglich)

Lieferdatum 12.04.2007

pH-Wert(e) (Glaselektrode)

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)
- Foétales Kalberserum (Biochrom AG, Artikel Nr. S 0115)
- Formaldehydlésung (Riedel-de-Haen, Artikel Nr. 33220)
- Aqua bidest. (Fresenius Kabi Deutschland, Artikel Nr. P2N 1636071)
- PBS (Invitrogen, Artikel Nr. 18912-014)

3.2 Virus und Zellen

Das Vakziniavirus Stamm Elstree stammte vom Institut fir Medizinische Virologie und
Immunologie der Universitdt Essen. Vor den Inaktivierungsversuchen wurde das Virus
zehnmal in GMK AH-1 Zellen (Green Monkey Kidney, permanente Affennieren-Zelllinie),
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dreimal in HelLa-Zellen (menschliches Zervix-Karzinom) und funfmal in Vero-Zellen
(permanente Affénnieren-ZelIIinie) passagiert.

Die Vero-Zellen (Passage 45) stammten von der Firma Vircell, S.L. aus Spanien, 18320
Santa Fe (jetzt BIOTRIN International GmbH, 69126 Heidelberg). Die Zellen wurden in
regelmaRigen Absténden auf morphologische Veranderungen und auf Kontaminationen mit
Mykoplasmen untersucht. Morphologische Veranderungen und Mykoplasmen konnten dabei
wiederholt nicht nachgewiesen werden.

3.3 Gerite
- Brutschrank (CO2~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

Prufkonzentrationen 80,0 % und 10,0 %

Einwirkzeiten 1, 2, 3 und 5 Minuten
e e oo
e iteitang_|STMitelbars Verdinnung
Verdinnungsmittel WSH (fiir die 10,0 %ige Losung)
Virusstamm Vakziniavirus Stamm Elstree

Zeitraum der Prifung 12.04.2007 - 21.06.2007

Abschluss der Prifung 21.06.2007
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5. Methoden

5.1 Herstellung der Virussuspension

Fur die Herstellung der Virussuspension wurden Vero-Zellen, die mit Eagle's Minimum
Essential Medium und 10 % bzw. 2 % fotalem Kélberserum kultiviert worden sind, in 175 cm?
Zellkulturflaschen (Nunc GmbH & Co. KG, Artikel Nr. 156502) mit dem Vakziniavirus beimpft.
Nach Ausbildung des zytopathogenen Effektes (CPE) (nach ca. 2 Tagen) folgte die
Virusernte durch insgesamt drei Einfrier-/Auftauvorgéangen und einer Behandlung der
Suspension fir dreimal 30 sec mit Ultraschall (40 % Leistung). Um den Zelldebris zu
entfernen, ist eine weitere Zentrifugation bei 3000 UpM und 4°C fur zehn Minuten durch-
gefiihrt worden. Der Uberstand wurde schlielich als Virussuspension gewonnen, aliquotiert
und bei —80°C aufbewahrt.

6.2 Herstellung der Desinfektionsmittel-Verdiinnung

Das Prufpréparat ist unverdinnt eingesetzt worden. Bedingt durch die Zugabe von
Virussuspension und der Belastungssubstanzen (FKS und hohe Belastung nach EN
14476:2005) resultierte eine 80,0 %ige Prifkonzentration.

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

6.3 Inaktivierungsversuche und Kontrollansitze

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

Zusétzlich ist das Desinfektionsmittel mit hoher Belastung geprift worden, die in der
europaischen Norm (EN 14476:2005) der Viruzidie-Priifung in Europa beschrieben ist (2).
Dort wird anstelle von Aqua bidest. eine Lésung zugesetzt, die 3,0 g BSA und 3 mL
gewaschene, gepackte Schaferythrozyten pro 100 Milliliter enthalt (Konzentration im
Testansatz 3,0 g/l. BSA + 3 mL/L gewaschene Schaferythrozyten). Die Herstellung dieser
Lésung erfolgte nach 5.2.3.3 der européischen Norm (2).

Bedingt durch eine vereinfachte Handhabung und die in geringer Menge zur Verfigung
stehende hochtitrige Virussuspension belief sich das Endvolumen auf 1 mL.
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Far die Bestimmung des initialen Virustiters im Inaktivierungsversuch wurden
Kontrollansétze (Viruskontrolien) nach der langsten der gepriiften Einwirkzeit mitgefiihrt. Ein
Volumenanteil der Virussuspension ist mit neun Volumenanteilen Aqua bidest. bzw. mit
einem Volumenanteil fotalem 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
einer 1,4 %igen (w/v) Formaldehyd-Lésung. Die Einwirkzeiten fur diese Kontrolle betrugen 5,
15, 30 und 60 Minuten.

Fur die Bestimmung der Zytotoxizit4t des Desinfektionsmittels wurden zwei Volumenanteile
Aqua bidest. mit acht Volumenanteilen des Desinfektionsmittels bzw. der Desinfektionsmittel-
verdinnung gemischt und nach serieller Verdiinnung in Zehnerschritten in die Mikro-
titerplatte Uberflhrt. Diese Versuche sind auch unter der Belastung (FKS) durchgefiihrt

worden.

Fur die Kontrolle der Zellsuszeptibilitat (Interferenzkontrolle) wurden zwei Volumenanteile
Aqua bidest. bzw. ein Volumenanteil fétales Kalberserum und ein Volumenanteil Aqua
bidest. mit acht Volumenanteilen des Desinfektionsmittels in der Verdinnung, die keine
Zytotoxizitat zeigte, vermischt. Diese Mischungen wurden jeweils fiir eine Stunde zu den
permissiven Zellen gegeben. Anschliefend wurde die Desinfektionsmittellésung wieder von
den Zellen entfernt und eine vergleichende Titration der Virussuspension auf den derart
vorbehandelten Zellen einschlieBlich einer PBS -Kontrolle vorgenommen.

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

bestimmt worden.

Die Inaktivierungsansédtze sind in zwei vollstindig unabhéngigen Versuchen an

unterschiedlichen Versuchstagen durchgefihrt worden.

Eine Nachwirkungskontrolle, wie sie in der Leitlinie der DVV und des RKI beschrieben ist,
wurde nicht mitgefithrt, da die einzelnen Verdunnungsreihen sofort nach Ablauf der
Einwirkzeiten durchgefuhrt wurden.

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Kontrollen wurde eine Zellkontrolle mitgefiihrt, in
der die Zellen entsprechend der Versuchsansitze nur mit Zellkulturmedium versehen

worden sind.
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5.4 Bestimmung der Infektiosit:t

Die Bestimmung der Infektiositat erfolgte mit Hilfe der Endpunkttitration im Mikrotiter-
Verfahren. Dabei wurden die Proben nach ihrer Entnahme zunéchst in eiskaltem Medium mit
dem Faktor 10 verdinnt. AnschlieBend wurden jeweils 100 UL der einzelnen Verdinnungen
in acht Kavitdten einer sterilen 96-well Mikrotiterplatte (Nunc GmbH & Co. KG, Artikel Nr.
149026) mit vorab vorgelegten Vero-Zellen tiberfiihrt (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 Ansadtze Uber die Beurteilung des virusspezifischen CPE in den
einzelnen Kavitéten der Mikrotiterplatte mit einem inversen Mikroskop. Die Berechnung des
Virustiters als mittlere infektiose Dosis (TCIDso) wurde nach der Methode von Spearman (3)
und Karber (4) mit folgender Formel vorgenommen:

log1oTC|D5g = Xo +0,5-Xr1/n.
Dabei ist:

Xo = logsoder niedrigsten Verdiinnung mit 100 % positiven Reaktionen

r Anzahl der positiven Bestimmungen der niedrigsten Verdiinnungsstufe mit 100 %

positiver und aller héheren positiven Verdiinnungsstufen

3
1l

Anzahl der Bestimmungen pro Verdiinnungsstufe.

8.5 Berechnung und Bewertung der virusinaktivierenden Wirksamkeit

Die Beurteilung der virusinaktivierenden Wirksamkeit des zu prifenden Desinfektionsmittels
erfolgte durch Berechnung des Titerabfalls (Subtraktion) gegenuiber 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,o-Stufen (Inaktivierung = 99,99
%) darstellbar ist.

6. Ergebnisse

6.1 Bestimmung der Zytotoxizitit
Parallel zu den Inaktivierungsversuchen wurde die Zytotoxizitat von Schnelidesinfektions-
mittel 01/02/02 - 135 (80,0 % und 10,0 %) und der 0,7 %igen Formaldehyd-Ldsung ermittelt.
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Die als Kontrolle mitgefithrte Formaldehyd-Lésung wirkte toxisch auf die eingesetzten
Vero-Zellen bei der Anwendung einer 1:100- Verdiinnung. Dies bedeutet rechnerisch einen
log1sCDso/mL-Wert (in Analogie zum TCIDse-Wert) von 3,50 (siehe Tabelle 1).

Bei der Uberprifung von Schnelldesinfektionsmittel 01/02/02 - 135 (80,0 %) ergab sich eine
log+1,CDso/mL von 3,50. Damit ist in der 1:100-Verdiinnung eine Zytotoxizitdt nachgewiesen
worden (Tabelle 1). Die 10,0 %ige Losung zeigte eine Zytotoxizitat in der 1:10-Verdinnung.

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

6.2 Kontrolle der Zellsuszeptibilitit (Interferenzkontrolle)

Mittels dieser Kontrolle sollte gezeigt werden, dass die Suszeptibilitdt 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 Viruskontroliprobe auf den mit dem Desinfektionsmittel und mit
Aqua bidest. vorbehandelten Zellen betrug < 0,50 logy, (Tabelle 2; Rohdaten siehe
Appendix). Somit ergab sich keine Beeinflussung der Zellen durch das geprifte
Desinfektionsmittel in der hier angegebenen nicht toxischen Konzentration.

6.3 Virusinaktivierende Wirksamkeit der Formaldehyd-Kontrolle

Die als Referenz mitgefuhrte 0,7 %ige Formaldehyd-Lésung reduzierte den Virustiter nach 5
bzw. 15 Minuten um 0,38 + 0,41 bzw. 0,75 + 0,50 log-Stufen. Nach 30 und 60 Minuten
betrugen die RF 1,50 * 0,46 bzw. 3,00 £ 0,46 (siche Tabelle 2; Rohdaten siehe Appendix).

6.4 Virusinaktivierende Wirksamkeit des Desinfektionsmittels

Die Untersuchungsergebnisse der Inaktivierungsversuche finden sich in den Tabellen 2 bis 5
(Rohdaten siehe Appendix).

Das Prifpraparat Schnelldesinfektionsmittel 01/02/02 - 135 wurde unverdiinnt bei 20°C
eingesetzt. Bedingt durch die Zugabe der Virussuspension und der interferierenden
Substanzen (FKS, hohe Belastung) resultierte daraus eine 80,0 %ige Priifkonzentration. Fir
die Uberprifung des unwirksamen Bereiches wurde eine Prifkonzentration von 10,0 %
gewahlt. Die Einwirkzeiten betrugen 1, 2, 3 und 5 Minuten.

Das Prifpraparat Schnelidesinfektionsmittel 01/02/02 - 135 wies in beiden Anséatzen als 80,0
%ige Losung eine Wirksamkeit gegeniiber dem Vakziniavirus auf. Bereits nach einer Minute
Einwirkzeit war in allen Ansétzen, also auch in Gegenwart der interferierenden Substanzen,
kein Vakziniavirus mehr zu detektieren. Die Reduktionsfaktoren betrugen zu diesem
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Zeitpunkt = 5,13 = 0,25 bzw. = 5,13 + 0,25 (Ansatz ohne Belastung), = 4,75 + 0,44 bzw. 2
4,75 + 0,44 (Ansatz mit FKS) und 2 4,38 + 0,51 (hohe Belastung). Dies entspricht in allen
Fallen einer Inaktivierung von = 99,99 % und demonstriert damit eine Virus-Wirksamkeit.
Daraus errechnen sich folgende mittlere RF: 2 5,13 + 0,18 (Ansatz ohne Belastung) und 2
4,75 + 0,31(Ansatz mit FKS).

Die 10,0 %ige Lésung zeigte keine Wirksamkeit nach zwei Minuten Einwirkzeit (Tabelle 5).

N —_—

Dr. J. Stelnmann
Wiss. techn. Leiter der MikroLab GmbH




| Viruzidie-Priafung (Vakziniavirus) von Schnelldesinfektionsmittel 01/02/02 - 135 21.06.2007; Seite 9/10
“OPrifbericht-Nr..BO7ML458V

7. Qualitdtssicherung

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) durchgefuhrt wurde.
1) Chemikaliengesetz der Bundesrepublik Deutschland, Anhang 1, datiert vom 01.08
1994 (BGBI. |, 1994, S. 1703). Anhang zuletzt geéndert am 14. Mai 1997 (BGBI. |,
1997, S. 1060).
2) OECD Grundsatze der Guten Laborpraxis (Uberarbeitet 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 Plausibilitit der Ergebnisse wurde zusétzlich durch die unterschiedlichen Kontrollen
gesichert, die in den Inaktivierungsanséatzen mitgefiihrt wurden (siehe 5.3).

8. Archivierung

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

GemaR DIN EN ISO/IEC 17025:2000 Ubernimmt die MikroLab GmbH keine inhaltliche
Verantwortung fir eine eventuell sinnentstellende Darstellung der Prifmethoden und
Prifergebnisse aufgrund von auszugsweiser Wiedergabe des vorliegenden Priifberichtes.
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