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Test virucidni aktivity u
»Liquid Guard”

Testovani nosi¢h kontaminovanych vrstvou virt nosicovou metodou v podminkach
napodobuijicich praktické pouZiti podle smérnice RKI (1995) a ISO 21702:2019 proti viru
Transmissible Gastroenteritis Virus (TGEV-Coronavirus) — provedeni zkousek S2 ze dne
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Zadavatel: Nano-Care Deutschland AG
Alfred Nobel-StraRe 10
D-66793 Saarwellingen

Produkty:
e Testovaci plochy: folie Leneta®, testovaci plochy zastfizené na rozméry 1,6 cm x 6 cm
e 1. produkt: na jednu stranu testovaci plochy byl nanesen produkt Liguid Guard (s obsahem
Géinné latky/ucinnych latek)
e 2. produkt: testovaci plochy bez produktu (pfip. s produktem bez Uéinné latky/uginnych latek)

Parametry testovani:
e podminky pUsobeni: T = 25°C a 90% relativni vihkost vzduchu
e bilkovinné zatiZeni: bez (dal$iho) zatizeni
virovy material (suspenze viru) byl nanesen beze zmén
e pomér objem/plocha: cca 25 pL/cm?
e virova suspenze prikryta folii (LDPE, 50 um) a rozméry nafezany na cca 1,2 x 5 cm (6cm?)
e inkubace po dobu 1 h, 8 h a 24 h v klimatizatni komofe KBF 115 (firma Binder)

Systém testovani:
e Transmissible Gastroenteritis Virus of Swine (TGEV coronavirus), kmen: Toyama 36 [pouZity jako
modelovy virus pro SARS CoV]
(ptivod: narodni sbirka kultur Institutu Friedricha Lofflera, ostrov Riems)
e ST75/2 cells (foetal testis cells of swine)
(pGvod: Institut Roberta Kocha v Berling)

Testovaci metody:

e  Zkousky byly provedeny podle smérnice Institutu Roberta Kocha - RKI (1995) a ISO
21702:2019 kvantitativnim virucidnim nosi¢ovym testem pfi teploté T = 25°C a 90% relativni
vlhkosti vzduchu (v klimatické komore).

e Testy byly provedeny bez dodatecného zatizeni.

Tab. &. 1: Testované vzorky produktu (ziskané 08.03.2020)

Pof. ¢. | Produkt Skladovani'

#1 nosi¢ / s vrstvou Liguid Guard pfi pokojové
(s obsahem Gcinné latky/G&innych latek / ,Géinny vzorek™) teploté

#2 nosic¢ / bez vrstvy pfi pokojové
(pFip. s vrstvou bez Gcinné latky/Gcinnych Iatek / ~vzorek nulové kontroly”) | teploté

1= omezeny pfistup
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Vysledky:

Pozorovani:
e Testovaci plochy byly z velké ¢asti smacitelné. Diky pouZiti sklenénych $pachtli bylo moiné
vytvofit vice méné rovnomérnou vrstvu kapaliny.

® Poté, co byla vrstva kapaliny zakryta flii, zGstal virovy material po celou dobu trvéni jako
vrstva stabilni a b€hem sledované doby nikdy tplIné nevyschl. Doslo oviem k viditelné

redukci objemu.

Tab. 2.1: Virova kontrola (ur&eni titru viru pomoci kone¢ného bodu titrace)

C. vzorku

metoda virova kontrola / 1 hod. virova kontrola / 8 hod. virova kontrola / 24 hod.

titr /test. 4,2 4,8 4,05 3,9 2,25 2,85
Objem (lg |D50)

pram. 5,50+0,37/1mL 4,98+0,35/1mL 3,55+0,37/1mL
redukce titru
viru K (95%)"

!~ hodnota titru a jeho 95 % interval spolehlivosti jsou vypocitany podle smérnice DVV / RKI

Tab. €. 2.2: Inaktivace viru (uréeni virového titru pomoci koneéného bodu titrace)

C. vzorku in-la | . In-1h dn-2a | In2b -
metoda inaktivace / 1 hod. inaktivace / 8 hod. inaktivace / 24 hod.
titr /test. objem 3,6 3,45 1,35 1,2 <0,30 <0,30
(Ig 1Dsp)
pram. redukce 4,53+0,22/1mL 2,28+0,29/1mL <1,30/1mL
titru viru
+K (95%)"
redukce’ 0,97 £0,43 2,70+ 0,46 22,25 +0,37
(15 1Dso K [95%])

!~ hodnota titru a jeho 95 % interval spolehlivosti jsou vypocitany podle smérnice DVV / RKI
2= redukce viru: lg IDso virové kontroly minus I, IDsy vzorku, podle smérnice DVV / RKI

Vysledky: (srov. tabulka €. 2)

e | kdyZ byl virovy material prekryt LDPE folii, sniZilo se mnoZzstvi viru schopného rozmnoZovani
i bez (dodate¢ného) plsobeni na material nosice o uréitou hodnotu (po 8 hodindch o cca 0,5
log a po 24 hodinéch o 2 log).

e Aby bylo moZné hodnotit vlastnosti testované vrstvy inaktivujici virus, byla u kazdé doby
pusobeni zjisténa dana vychozi hodnota viru (virova kontrola/virové kontroly). Vychozi
hodnota viru v daném okamZiku proto predstavuje referenéni hodnotu pro stanoveni
inaktivace viru produktem (redukce titru viru) (srov. tabulka ¢. 2.1.).
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e Po uplynuti doby expozice (t = 1, 8 a 24 hodin) a za vy$e zminénych testovacich podminek
byly ve spojeni s produktem zjistény tyto faktory redukce titru viru: po t = 1 hodina: RF = 0,97
+0,43. Po t = 8 hodin: RF = 2,70 + 0,46. Po t = 24 hodin jiz nebyl zjistén zadny zbytkovy virus a
redukce titru viru ¢inila RF 2 2,25 + 0,37.

e VokamiZiku t = 24 hodin se mnoZstvi viru u virové kontroly sniZilo jiz o cca 2 log. Tim byl
dolozitelny redukéni faktor z technickych divodt v okamZiku t = 24 hodin zdénlivé niZ3i neZ
po t = 8 hodin.

Zaveér:

e Vrstva kapaliny nanesena na testovaci plochy byla po dobu pozorovani stabilni, tzn. ani na
konci nejdelsi doby plisobeni virovy material zcela nevyschnul. Tim byl po dobu pozorovéni
zajistén neustaly kontakt mezi virovym materidlem a povrchem nosice a byla umoznéna
distribuce virového materialu pomoci difuze v tekuté fazi.

e Pot=1hjiz byla zaznamendana redukce titru viru 0,97 log (odpovida 90 %) a po t = 8 h Cinil
redukéni faktor RF = 2,7 (odpovida 99,8 %). Z technickych divod €inil doloZitelny redukéni
faktor titru viru po t = 24 h RF > 2,25.

e Konstatujeme, Ze pFi¢inou doloZené redukce titru viru je G¢innd slozka (obsaZzena ve vrstvé) a
7e byla zaznamendna dobré G¢innost proti koronaviru TGEV (jako modelového viru pro SARS
CoV).

e Je nutno je$té zminit, Ze podminky normy ISO 21702 pocitaji s vy33i inkubacni teplotou, neZ
byla teplota pouzitd u S1 (25 oproti 21 °C).

e Redukce titru viru po t = 8 h naznacuje, Ze po inkubacni dobé t = 24 h byla redukce titru viru
zjevné vyssi, nez bylo mozné prokazat metodou kone¢ného bodu titrace. Zde by moznd mélo
vy33i vypovidaci hodnotu uréeni virového titru metodou Large Volume Plating (LVP).

Luckenwalde, 20.03.2020
[necitelny podpis]
Dr. Ch. Jursch

(jednatel a vedouci laboratore Eurovir)

e
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TLUMOCNICKA DOLOZKA

Tlumo¢nicky ukon jsem provedla jako tlumocnice jmenovana rozhodnutim predsedy Krajského soudu
v Ostravé ze dne 29.03.2010, ¢.j. Spr 939/2010, pro jazyk némecky, zapsana v seznamu znalcl a
tlumoé&nikd vedeném Méstskym soudem v Praze.

Stvrzuji, Ze preklad souhlasi s textem pfipojené listiny. V prekladu jsem provedla tyto opravy:

Tlumocnicky Ukon je zapsan v tlumocnickém deniku pod pofadovym &islem 798.

V Praze, 20.05.2020

Lenka Martinkova

DOLMETSCHERKLAUSEL

Diese Dolmetschleistung habe ich als Dolmetscherin der deutschen Sprache erbracht, die durch die
Entscheidung des Vorsitzenden des Bezirksgerichts Ostrava am 29.03.2010, GZ Spr 939/2010, bestellt
wurde und in das Register der Sachverstandigen und Dolmetscher des Stadtgerichts Praha
eingetragen ist.

Ich bestatige, dass die Ubersetzung mit dem Text der beiliegenden Urkunde iibereinstimmt. Ich habe
in der Ubersetzung folgende Korrekturen vorgenommen: .............cccoeue....

Diese Dolmetschleistung wurde unter der Ordnungsnummer 798 ins Dolmetscherbuch eingetragen.

Prag, 20.05.2020

Lenka Martinkova
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Uberpriifung der viruziden Eigenschaften von
SLiquid Guard“

Testung von viruzid beschichteten Keimtragern im praxisnahen Carriertest in Anlehnung an die
RKI-Richtlinie (1995) sowie der IS0 21702:2019 gegeniiber dem
Transmissible Gastroenteritis Virus (TGEV-Coronavirus) - Testdurchgang $2 vom 11./12.03.2020

Kurzbericht zum Screeningtest S2

von
PD Dr. Olaf Thraenhart und Dr. Christian Jursch

Untersuchung: im Marz 2020

Auftraggeber: Nano-Care Deutschland AG
Alfred Nobel-Strafie 10
D-66793 Saarwellingen

Eurovir Hygiene-Labor GmbH Amtsgericht Potsdam Mittelbrandenburgische

Im Biotechnologiepark 9 Handelsregister-Nr.: HRB 26128 P Sparkasse in Potsdam
h,,ff)'lf‘?a“ Luckenwalde Steuer-Nr.: 050/108/05610 SWIFT/BIC: WELA DE D1 PMB
Geschaftsfiihrer: Dr. Christian Jursch USt-IdNr.: DE 288 863 508 IBAN: DE14 1605 0000 1000 9939 37

Hauptgesellschafter: PD Dr. Olaf Thraenhart
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Auftraggeber: Nano-Care Deutschland AG
Alfred Nobel-StraRe 10
D-66793 Saarwellingen

Produkte:

* Testflichen: Leneta® Folie, auf die MaRe 1,6 cm x 6 cm zugeschnittene Testflichen

* 1. Produkt: Testflichen einseitig beschicht mit Liquid Guard (beinhaltend die Wirksubstanz[en])
* 2. Produkt: unbeschichtete Testflichen (bzw. beschichtet ohne die Wirksubstanz[en])

Testparameter:
* Einwirkbedingungen: T = 25 °C und 90 % r.LF (

* Proteinbelastung: ohne (weitere) Belastung;
das Virusmaterial (Zellkulturiiberstand) wurde unverindert aufgetragen

* Volumen/Flachenverhéltnis: ca. 25 pL/cm?
* Virussuspension abgedeckt mit Folie (LDPE, 50 um) und zugeschnitten auf ca. 1,2x5cm (6 cm?)
* Inkubation fur 1h, 8h und 24h im Klimaschrank KBF 115 (Fa Binder)

Testsystem:

* Transmissible Gastroenteritis Virus of Swine (TGEV-Coronavirus), Stamm: Toyama 36 [eingesetzt als
Modellvirus fiir das SARS-CoV]

(Herkunft: Virusbank des Friedrich Loffler-Instituts, Insel Riems)

® ST75/2 cells (foetal testis cells of swine)
(Herkunft: Robert Koch-Institut, Berlin)

Testverfahren:

* Die Versuche wurden in Anlehnung an die RKI-Richtlinie (1995) sowie der ISO 21702:2019 im
quantitativen viruziden Carriertest bei T = 25 °C und 90 % r.LF (im Klimaschrank) durchgefihrt.

* Die Tests wurden ohne zusatzliche Belastung durchgefiuhrt.

Tab. 1: Getestete Produktmuster (erhalten: 08.03.2020)

Lfd.
Nr.

Produkt (e) Lagerung’

- Keimtrager / beschichtet mit Liguid Guard A
el
(beinhaltend die Wirkkomponente(n) / ,Wirkprobe®)

Keimtrager / unbeschichtet
#2 bei RT
(bzw. beschichtet ohne die Wirkkomponente(n) / .Nullprobe®)

! = zugangsbeschrdnkt

Viruzide Aktivitéat von Testflachen ausgeriistet mit Liquid Guard - Kurzbericht / Screeningtest S2 vom 20.03.2020 - Seite 2 (von 4)
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Ergebnisse:

Beobachtungen:

* Die Testflachen waren weitgehend benetzbar. Durch die Verwendung von Glasspateln konnte
ein mehr oder weniger gleichmaRiger Flissigkeitsfilm erzeugt werden.

® Nach der Abdeckung des Flissigkeitsfilms mit der Folie blieb das Virusmaterial tiber die gesamte
Standzeit als Film stabil und trocknete innerhalb des Beobachtungszeitraum nicht vollstéandig
aus. Eine Volumenreduktion war jedoch sichtbar.

Tab. 2.1: Viruskontrolle (Virustiterbestimmung mittels Endpunkttitration)

Probe Nr. VK-1a VK-1b VK-2a VK-2b VK-3a VK-3b
Ansatz Viruskontr. / 1 Std. Viruskontr. / 8 Std. Viruskontr. / 24 Std.
Titer/Testvol. 4,2 4,8 4,05 3,9 2,25 2,85
(Ig 1Dso)
m‘t:'k‘(’;;;s)‘jte’ 5,50+ 0,37 / 1 mL 4,98+0,35/1mlL 3,55+0,37/1mlL

! = Berechnung des Titerwertes sowie dessen 95 % Konfidenzintervalls nach der DVV/RKI-Leitlinie

Tab. 2.2: Virusinaktivierung (Virustiterbestimmung mittels Endpunkttitration)

“ Probe Nr. In-1a In-1b In-2a In-2b In-3a In-3b
Ansatz Inaktivierung / 1 Std. Inaktivierung / 8 Std. Inaktivierung / 24 Std.
Titer/Testvol. 55 3,45 1,35 1,2 <0,30 <0,30
(Ig 1Dso)
mittl. Virustiter
4K (95%) * 4,53+0,22/ mL 2,28+0,29 / mL <1,30/ mL
Reduktion ? & N %
(Ig IDso £ K [95%]) 0,97 £0,43 2,70+ 0,46 >2,25+0,37

! = Berechnung des Titerwertes sowie dessen 95 % Konfidenzintervalls nach der DVV/RKI-Leitlinie
? = Virusreduktion: Ig 1Ds, der Viruskontrolle minus Ig IDs, der Probe; nach der DVV/RKI-Leitlinie

Ergebnisse: (cf. Tab. 2)

* Trotz Bedeckung des Virusmaterials durch die LDPE-Folie wurde die Menge an vermehrungsfahi-
gem Virus bereits ohne eine (zusatzliche) Einwirkung auf dem Tragermaterial um einen gewissen
Betrag reduziert (nach 8 h um ca. 0,5 Log und nach 24 h um ca. 2 Log).

* Deshalb wurde zur Beurteilung der virusinaktivierenden Eigenschaft der zu testenden Beschich-
tung zu jeder Einwirkzeit der entsprechende Virusausgangswert bestimmt (Viruskontroll[en]).
Der Virusausgangswert zum jeweiligen Zeitpunkt stellt somit den Bezugspunkt zur Ermittlung der
produktassoziierten Virusinaktivierung (Virusreduktion) dar (cf. Tab. 2.1).

* Nach Ablauf der Expositionszeit (t = 1, 8 und 24 Stunden) und unter den o.a. Testbedingungen
wurden folgende produktassoziierte Reduktionsfaktoren bestimmt: nach t = 1 Stunde: RF = 0,97
+ 0,43 und nach t = 8 Stunden: RF = 2,70 + 0,46. Nach t = 24 Stunden war kein Restvirus mehr
nachweisbar und die Virusreduktion betrug RF > 2,25 + 0,37.

*  Zum Zeitpunkt t = 24 Stunden war die Virusmenge bei der Viruskontrolle bereits um ca. 2 Log re-
duziert. Damit war der nachweisbare Reduktionsfaktor aus technischen Griinden fiir den Zeit-
punkt t = 24 h scheinbar geringer als nacht =8 h.

Viruzide Aktivitat von Testflachen ausgerustet mit Liquid Guard - Kurzbericht / Screeningtest S2 vom 20.03.2020 - Seite 3 (von 4)
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Fazit:

* Der auf die Testflachen aufgebrachte Flussigkeitsfilm war tiber den Beobachtungszeitraum stabil
d.h. auch am Ende der langsten Einwirkzeit war das Virusmaterial noch nicht vollstédndig einge-
trocknet. Damit sollte ein fortwédhrender Kontakt zwischen dem Virusmaterial und der Keimtri-
ger-Oberflache (iber den Beobachtungszeitraum hinweg gegeben gewesen sein und eine
Verteilung des Virusmaterials per Diffusion in der fliissigen Phase war moglich.

* Nacht=1h war bereits eine Virusreduktion von 0,97 Log zu verzeichnen (entspr. 90 %) und
nach t = 8 h betrug der Reduktionsfaktor RF = 2,7 (entspr. 99,8 %). Aus technischen Griinden be-
trug der nachweisbare Virusreduktionsfaktor nach t = 24 h RF > 2,25.

* Esbleibt festzuhalten, dass die nachgewiesene Virusreduktion ursichlich der Wirkkomponente
(innerhalb der Beschichtung) zugeschrieben werden kann und das eine gute Wirksamkeit gegen-
uber dem TGEV-Coronavirus (als Modellvirus fiir das SARS-CoV) verzeichnet werden konnte.

* Essollte noch erwdhnt werden, dass die Bedingungen der ISO 21702 eine héhere Inkubations-
temperatur vorsehen als in S1 zur Anwendung kam (25 vs. 21 °C).

* Die Virusreduktion nach t = 8 h legt nahe, dass bei der Inkubationszeit t = 24 h eine hdhere Virus-
reduktion evident ist als mit der Endpunktitrationsmethode nachgewiesen werden konnte. Hier
kann méglicherweise die Virustiterbestimmung mittels Large Volume Plating (LVP) eine bessere
Aussage liefern.

Luckenwalde, den 20.03.2020

/
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Dr. Ch. Jursch

(GF und Laborleiter Eurovir)
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