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1. TIKSLAS

Sios ataskaitos tikslas yra ai$kiai ir i§samiai apibadinti taikytus tyrimo metodus ir rezultatus,
vertinant  prietaiso, naudojancio S3altosios plazmos (ne terminés plazmos) technologija,
emituojancig oksiduojancias medziagas, virucinj poveikj ant pavirsiy.

2. SAVOKOS IR APIBREZTYS

Virucidinis ar antivirusinis poveikis: gaminio gebéjimas sumaZzinti infekuojanciy virusiniy
daleliy skaiciy atliekant bandymus tiksliomis ir apibréztomis sglygomis.

Ploksteles formuojantys vienetai (PFU): infekuojanciy virusiniy daleliy skaicius mililitre.

IDso: virusinés suspensijos arba praskiestos virusinés suspensijos dozé, kuri lgsteliy kulttrose
sukelia 50% virusinj citotoksinj poveikj (CPE).

Virusinis citotoksinis poveikis (CPE - citopatologinis poveikis): morfologinis Igsteliy pakitimas ir
(arba) sunaikinimas po viruso dauginimosi.

Virusy inaktyvavimas: gaminio sukeliamas viruso uzkre¢iamumo sumazéjimas.

3. |VADAS

Siekiant uZtikrinti maksimaly tikslumg, tyrimas buvo atliktas laikantis standarto EN 14476:2019
»Cheminiai dezinfekantai ir antiseptikai. Kiekybinis suspensijos tyrimas virucidiniam aktyvumui
medicinos srityje jvertinti. Tyrimo metodas ir reikalavimai (2 fazé, 1 pakopa)” ir standarto EN
17272:2020 ,,Cheminiai dezinfekantai ir antiseptikai. Automatizuoto patalpy dezinfekavimo oru
perneSama priemone metodai. Baktericidinio, mikobaktericidinio, sporicidinio, fungicidinio,
virucidinio, fagocidinio ir mieliy naikinimo aktyvumo nustatymas” (apribojant iki aprasyty
naudojamy metaliniy pagrindy).

Virucidinis poveikis buvo iSbandytas naudojant SARS-CoV-2 virusg. Visi eksperimentai buvo atlikti 3
lygio biologinés saugos laboratorijoje (BSL3).

4. MEGINIO APIBUDINIMAS

Gaminys: ,Jonix Cube” ne terminés plazmos prietaisas (toliau tekste — ,,Jonix Cube®)

Gaminio aprasymas: ,,Jonix CUBE“ yra oro valymo prietaisas, kuriame bakterijoms, pelésiams,
virusams, terSalams ir kvapams Salinti naudojama pazangi technologija, vadinama salta plazma
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Laikymo sglygos: kambario temperatiroje

Prietaiso instrukcija: Zr. pridéta failg

5. BANDYMY SALYGOS

Bandymy temperatiira: bandymai atlikti+ 20 °C + 1 °C temperaturoje.

Kontakto laikas: 30'-60'-120'-240'

Analizés laikotarpis: bandymy pradzios data 2020-08-01 + bandymuy pabaigos data 2020-09-01

6. MEDZIAGOS IR REAGENTAI

Bandymy mikroorganizmai:
SARS-CoV-2

Lasteliy kultira:
VERO E 6 (ATCC CCL-81) *

* ATCC (American Type Culture Collections)

Virusy suspensija

Kiekviena virusy suspensija buvo paruosta ir jos koncentracija dideliu mastu padidinta
vienasluoksnése Igsteliy kultlirose. Po uzkrétimo virusu ir jo pasidauginimo Igsteliy liekanos buvo
paSalintos du kartus centrifuguojant mazomis apsukomis (2500 aps./min. 10 min.), o
supernatantas su virusais paimtas titrui nustatyti. Jis buvo padalintas j alikvotines 2 ml Zinomo titro
dalis Eppendorfe ir laikomas -80 °C temperatiroje Saldiklyje.

Lgsteliy kultiros
VERO E6 lgstelés, epitelio kilmés |gstelés paimtos iS bezdzionés inksto (viena kultira).

Pagrindai
Buvo naudojami i$ anksto autoklave sterilizuoti 35 mm skersmens AlISI 316 nertdijanciojo plieno

diskai.

KULTUROS TERPES IR REAGENTAI
Reagentai turi bati Svards analizei ir (arba) tinkami mikrobiologiniam naudojimui.
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Lasteliy kultiiros terpé

Kiekviena lgsteliy kultira laikoma termostate 37 °C temperatiroje 5 % (pagal tdrj) CO2 DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) terpéje, papildytoje 10 % (pagal tlrj) galvijy vaisiaus
serumo (FBS) ir 1 % ( masé tiryje) penicilino - streptomicino (pen-strep).

Fosfatinis buferinis druskos tirpalas (PBS)
Tirpalas, kurio sudétis: 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 2,89 g Na2HPO4 12 H20, 0,20 g KH2PO4 esanciy 1000 ml
distiliuoto H20.

7. JRANGA

* Invertuotas mikroskopas lgsteliy kultiry stebéjimui

» Chronometras

» Stkurinis maiSytuvas

» Centrifuga

» CO2 inkubatorius (5 % pagal tirj), galintis palaikyti 37 °C + 1 °C temperatirg
» ,BioHazard“ Il klasés vertikalaus laminarinio srauto gaubtas

= Saldikliai

8. PRELIMINARUS BANDYMAI

VIRUSINES SUSPENSIJOS PARUOSIMAS, VIRUSY TITRAS

Buvo sumaiSyta 0,2 ml virusiné suspensijos (pradinis tirpalas) + 1,8 ml DMEM be serumo ir
paruos$ta nuo 1072 iki 107 (1:10 skiedimai ) tirpaly serija.

Po 250 ul kiekvieno tirpalo buvo perkelta j 24 duobuciy ploksteles su Igsteliy monosluoksniu (> 90
%) po auginimo terpés iSsiurbimo. Kiekvienas virusinés suspensijos tirpalas buvo panaudotas
SeSiose duobutése. 12 duobucdiy palikta neuzsétos (kontroliné lIgsteliy kulttra). Po 1 valandos
inkubavimo 37 °C temperatiroje (viruso adsorbcijos laikas) inokulatas buvo pasalintas, nuplautas
su PBS ir pridéta 500 pul DMEM su 2 % (pagal tarj) FBS ir 0,75% (pagal turj) karboksimetilceliuliozés.

Inkubavimo termostate salygos

Infekcijos buvo inkubuojamos su 5 % (pagal tirj) CO2 37 °C + 1 °C temperatlroje ir stebimos
invertuotu mikroskopu, siekiant aptikti virusy suspensijos citopatinio poveikio (CPE) sukeliamg
ploksteliy formavimasi.

Po fiksavimo formaldehidu ir nudazymo kristaliniu violetiniu tirpalu atitinkamos koncentracijos
duobutése esancios plokstelés suskai¢iuotos naudojant invertuotg mikroskopa.
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Kiekvieno tirpalo CPE (kiekybinis bandymas) rezultatai isreiksti teigiamy rezultaty procentine
dalimi nuo 100 % iki 0 %, ir uzregistruoti kaip 0, jei CPE néra, ir nuo 1 (25 % CPE) iki 4 (100 % CPE),
priklausomai nuo Igsteliy pazeidimo laipsnio.

Virusinis titras buvo apskaiciuotas taikant Spaermano-Karberio metodg (IDso jvertinimas).

9. [INAKTYVACHOS PATIKRINIMAS. BANDYMAS SU FORMALDEHIDU

Kad bty galima patikrinti sistemos pagrjstuma, 2 ml virusinés suspensijos buvo sumaisyta su 8 ml
PBS ir 10 ml 1,4% (masé tlryje) formaldehido tirpalo. I1Skart po 30 minuciy ir 60 minuciy kontakto,
0,2 ml Sio tirpalo lede sumaisyta su 1,8 ml DMEM + 2% FBS. Buvo atlikti serijiniai skiedimai nuo
1072 iki 10 (1:10 skiedimai) su PBS + 2% FBS. 250 pl i$ kiekvieno skiedimo buvo paskirstyta j 6
duobutes 24 dubuciy mikroploksteléje ir 1 valandai padéta j 37 °C temperatlros inkubatoriy. Po
1 valandos inkubatoriuje 37 °C temperatlroje (viruso adsorbcijos laikas) inokulatas buvo
pasalintas, nuplautas su PBS ir pridéta 500 ul DMEM su 2 % (pagal tarj) FBS ir 0,75% (pagal tarj)
karboksimetilceliuliozés.

Lasteliy kultliros buvo patalpintos j inkubatoriy su 5 % (pagal tiirj) CO2 37 °C £ 1 °C temperaturoje
ir stebimos invertuotu mikroskopu, siekiant aptikti virusy suspensijos citopatinj poveikj (CPE).

Po fiksavimo ir nudaiymo kristaliniu violetiniu metanolio tirpalu atitinkamos koncentracijos
duobutése esancios plokstelés suskaiCiuotos. Kiekvieno tirpalo CPE (kiekybinis bandymas)
rezultatai iSreiksti teigiamy rezultaty procentine dalimi nuo 100 % iki 0 %, ir uzregistruoti kaip O, jei
CPE néra, ir nuo 1 (25 % CPE) iki 4 (100 % CPE), priklausomai nuo lgsteliy pazeidimo laipsnio.
Virusinis titras buvo apskaiciuotas taikant Spaermano-Karberio metodg (ID50 jvertinimas).

Bandomojo formaldehido tirpalo citotoksiSkumas

] 1 ml PBS buvo jpilta 1 ml 1,4% (masé taryje) formaldehido. IS Sio tirpalo buvo paruosti serijiniai
skiedimai nuo 102 iki 10 (1:10 skiedimai), imant 0,2 ml gauto misinio + 1,8 ml DMEM be serumo.

0,1 ml kiekvieno skiedimo buvo sulasinta j SeSiose duobutése esancias vienasluoksnes lgsteliy
kultdras (> 90 %). | 6 duobutes misinio nejlasinta (kontroliné lIgsteliy kultira). Praéjus 1 valandai 37
°C = 1 °C temperaturoje, buvo pridéta 100 ul DMEM + 10 % FBS, tada lgsteliy kultlra patalpinta j
37 °C £ 1 °C temperaturos inkubatoriy su 5 % CO2 ir nuolat stebima invertuotu mikroskopu 9
dienas, siekiant aptikti formaldehido tirpalo citotoksiSkumo sukeliamg citopatinj poveikj (CPE).
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10. PRIETAISY VIRUCIDINIO POVEIKIO PATIKRINIMAS

Virucidinis bandymas buvo atliktas 20 °C temperaturoje.

50 pl virusinés suspensijos buvo inokuliuota ant kiekvieno pagrindo ir palikta iSdZiGti po
laminarinio srauto gaubtu. Inokuliuoti diskai buvo naudojami ,Jonix Cube” prietaiso virucidiniam
poveikiui patikrinti arba palikti Petri lékstelése kaip kontroliniai diskai. Apdoroti diskai buvo
patalpinti j specialia déZe, kurioje buvo ,Jonix“ prietaisas, ir jo veikiami 30, 60, 120 ir 240 min.
Véliau diskai (tiek apdoroti, tiek kontroliniai) buvo nuplauti 1 ml kultlros terpés ir paruosti
nuoseklis nuo 1072 iki 107 (1:10 skiedimai) skiedimai. Po 250 pl kiekvieno tirpalo buvo perkelta j 24
duobuciy ploksteles su Igsteliy monosluoksniu (> 90 %) po kultiros terpés iSsiurbimo. Kiekvienas
virusinés suspensijos tirpalas buvo jlasintas j SeSias duobutes. 12 duobudiy palikta neuZsétos
(kontroliné lgsteliy kultdra). Po 1 valandos inkubacijos 37 °C temperatiroje (viruso adsorbcijos
laikas) inokulatas buvo pasalintas, nuplautas su PBS ir pridéta 500 ul DMEM su 2 % (pagal tarj) FBS
ir 0,75% (pagal tarj) karboksimetilceliuliozés.

11. REZULTATY ISREISKIMO SKAICIAVIMAI

Infekcinio titro (ID50) nustatymas.

Infekcinis aktyvumas buvo nustatytas naudojant Spaermano-Karberio metodg, pagal kurj IDso
vertei apskaiciuoti naudojama Si formulé:

-Log IDso= - (x5) - { [ R/100 ] - 0,5} x log.. skiedimo daugiklis
Kur:

Xo = log, maziausias skiedimas su 100 % teigiama reakcija
(CPE) R = teigiamy kultlry suma (%)

Virucidinio poveikio bandymas galioja, kai atliekant preliminarius bandymus tenkinama Si sglyga:
bandomojoje virusinéje suspensijoje turi biti virusy koncentracija, leidzianti nustatyti maziausiai 4 Ig
pradinio viruso titro sumazéjima: IDso= 107 /mL.

12. VIRUCIDINIS EFEKTYVUMAS

Tirtas gaminys 20 °C temperaturoje, praéjus tirtam poveikio laikui, laikomas VIRUCIDINIU, jis
sukelia maziausiai 10* karty virusy skaiéiaus sumazéjima, tai atitinka 99,99% virusy iSnaikinima,
lyginant su lyginamaja virusy kultira (EN 14476: 2019 ir EN 17272: 2020).
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13. REZULTATAI IR VIRUCIDINIS POVEIKIS

Gauti rezultatai parodyti toliau pateiktoje lenteléje
1 lentelé. Apdorojimo naudojant ,Jonix CUBE” poveikis. Virusinés apkrovos sumaZéjimo vertés
isreikstos tiek logaritminiais vienetais, tiek procentais.

Poveikio laikas Kontrolinis méginys | Apdorotas méginys Sumazéjimas
(minutés) PFU/ml log(pru/mi) | PFU/m log(pru/mi) | Ulogaritminis %

0 10.000.000 7110.000.000 7 0 0

30 10.000.000 7 1,07 0,03 6,97 |99,99999

60 10.000.000 7 1,02 0,01 6,99|99,99999

120 10.000.000 7 1,02 0,01 6,99|99,99999

240 10.000.000 7 1,02 0,01 6,99|99,99999

14. ISVADA

Gauti rezultatai rodo, kad prietaisas ,Jonix Cube” (ne terminés plazmos technologija (NTP)) yra
veiksmingas pries SARS-CoV-2, jis vos per 30 minuciy sumazZina virusy koncentracijg 99,99999 %
(maZdaug 7 logaritminiai vienetai); tai rodo, kad techniniuose standartuose reikalaujamas
sumazéjimas (4 logaritminiy vienety) gali buti pasiektas per gerokai trumpesnj laika.

15. NUORODOS

e EUROPOS STANDARTAS EN 17272: 2020 Cheminiai dezinfekantai ir antiseptikai. Automatizuoto

patalpy dezinfekavimo oru pernesama priemone metodai

e EUROPOS STANDARTAS EN 14476: 2019 Cheminiai dezinfekantai ir antiseptikai. Kiekybinis

suspensijos tyrimas virucidiniam aktyvumui medicinos srityje jvertinti

e ISO / IEC 17025: 2017 Tyrimy, bandymy ir kalibravimo laboratorijy kompetencijai keliami
bendrieji reikalavimai

¢ |SO 15189: 2012 Medicinos laboratorijos. Kokybés ir kompetencijos reikalavimai
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