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Virucid aktivitas elemzése a kezelt fellleten (bels6 kddszam: 2003197-001)
A munka célja és a szintetikus mddszer

A munka célja a SARS-CoV-2 virus (hével inaktivalt, ATCC VR-1986HK, 70035039 tétel) stabilitdsanak tesztelése volt a
,katalizatort” tartalmazo festékkel kezelt feliileteken.

A megvaldsitott megkdzelités a kdvetkez6 volt: a kezelt feliileteket ismert mennyiség(i virussal oltottuk be (7,5 10°
genomialis masolat), hagytuk inkubalédni eltéré ideig (0, 1, 3 és 6 éra), majd a maradék virust tamponaltuk (PBS-t és
70% etanolt tartalmazé pufferoldatban).

Ezutdn a vételezett mintdk virusos RNS-ét feldolgoztuk, és valds idejd PCR-ral adagoltuk, a Generon altal
forgalmazott, a SARS-CoV-2 RdRp génre specifikus szett segitségével (COVID 19 (RdRp gén) detektalas +
folyamatkontroll, PMBOOC_M2). Minden kisérleti pont esetében az aktivitast harom példanyban vizsgaltuk.
Ellen6rzésképpen a "katalizator" felliletével egyid6ben hasonld felliletet is vizsgaltunk konzisztencia és eloszlas
szempontjabdl, de adalékanyagok nélkiil.

Eredmények
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Ennek a tesztnek az eredményeit a kovetkez6 tdblazat mutatja be, amelyben minden egyes kisérleti pontra
vonatkozdan a SARS-Cov-2 virus RdRp génjének jelzésére vonatkozé atlagos Ct (kiiszob ciklus) értékeket kozoljik. Az
alacsony Ct-értékek a mintakban jelenlévé nagyobb mennyiség(i virusos RNS-nek felelnek meg; A magasabb Ct a virus
RNS kisebb mennyiségének felel meg.

Fellleti proba Ct Ct 2-(AACt) reciproka

festék + katalizator  “mock” festék

T=0h 31.46 28.69 6.8
T=1h 31.93 29.42 5.7
T=3h 32.08 29.44 6.2
T=6h 32.38 29.97 5.3
Atlag 31.96 29.38 6.0
Standard deviacié 0.38 0.53 0.65
RSD % 1.20 1.79 10.80

A kontroll targylemezek (katalizator nélkiili) Ct-je és a vizsgalt minta targylemezeinek Ct-je kozo6tti kiilonbségek
elemzésével meghatarozhaté a 2- (AACt), amely a festéken a virusos RNS megjelenésének kiilonbségét jelzi a
"katalizatoros" és a kizarélagosan festékkel kezelt fellileteken. Ez a kiilonbség koriilbellil 6-szorosra becsiilheté.

Ez az eredmény rdvildgit a festék katalizatorral hasznalt virucid hatdsara. Ennek a jelenségnek az id6beli

T

koriulbelll 10-15 perces virus-festék érintkezési id6t jelent).

ElGszor is ez a tulajdonsag a virus csokkentett extrakcidés hatékonysaganak tudhaté be a katalizatort tartalmazo
fellileten, vagy az esetleges interferencianak tulajdonithaté a katalizator és a nukleines anyag kozott az extrakcios
fazisban.

A "katalizator" hatdsanak tovabbi vizsgalata érdekében vizsgaltuk a --------- adalékanyag kozvetlen hatdsat, amely az
UMANA hatdanyaganak korilbelll 40%-a.

El6sz6r az UMANA hatéanyagdnak a polimerizacids reakcidra gyakorolt kozvetlen hatasat vizsgdltuk. Ebbél a célbdl az
adalékanyagot novekvé mennyiségben adtuk kozvetleniil a reakcidelegyhez (amely tartalmazta a polimerazt és a
polimerizacidhoz sziikséges inaktiv segédanyagot), az RdRp gén pozitivitasanak ellenGrzése mellett.

Az amplifikacids gorbék és a Ct értékek alapjan egyértelm(, hogy az Umana hatdanyaga néveli a polimerizacids
reakcio hatékonysagat. Ezt az értékelést az RdRp gén kilonboz6 doézisu pozitivitdsanak ellenbrzése mellett is

elvégeztik.
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A kapott nyers adatokat az aldbbiakban mutatjuk be, amelyekben nyilvanvalé az Umana hatdanyaganak (P.A)

kdszonhetd polimerizacids reakcid fokozddasa. Ebbdl kifolydlag gatld hatdst nem mutattunk ki, hanem éppen
ellenkezéleg.

Acqua=viz

wmgdification Plats

10ulP.A
1uL P.A
001ulLPA

Acqua

Mix di reazione + Ct (Livello 1) | Ct (Livello 2) | Ct (Livello 3) | Ct (Livello 4)
Acqua 24.00 24.43 2548 26.32
0.01ulpa 22.35 23.27 24.48 25.24
luLrpa 22.33 23.33 24.92 25.30
10ulpa 20.59 22.72 23.89 24.56

Végil kiértékeltik a virus kinyerésére gyakorolt kdzvetlen hatast az Umana hatdanyaganak oldatdban. A hével
inaktivalt SARS-CoV-2 virust névekvé mennyiségi a P.A-val (hatdanyag) elegyitettiik, és 0, 1, 3 vagy 6 6ran at
inkubaltuk a mintavételhez sziikséges érintkezési id6k szimulalasa céljabdl.

A mintakat tehat el6készitettiik a virusos RNS extrakcidjara és hasonldan elemeztiik valds idejl PCR-ral.
Az eredményeket a kdvetkezd tablazat mutatja:

Vizsgélat az oldatban Ct kontrol (P.A =hatdanyag)
(Prova in soluzione) (viz)
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Prova in soluzione Ct Ct Ct
Controllo (Acqua) IuL P.A SuLP.A
T=0h 28.53 Assente Assente
T=1h 28.12 Assente Assente
T=3h 28.59 Assente Assente
T=6h 28.45 Assente Assente
Media 2842 - -
Dev Std 0.21 - -
RSD % 0.74 - -

Ezen adatok alapjan megallapithaté az Umana hatéanyaganak (P.A) jelents hatasa a virusanyagra: P.A jelenlétében
nem mutathato ki, az oldatban nem fedezheté fel az 6rokit6anyag. Bar ezek az oldatban elvégzett tesztek nem teszik
lehet6vé a katalizator virusolé hatdsanak szamszerUsitését, alatamasztjak a kordbban megfogalmazott hipotéziseket,
amelyek a katalizator lehetséges hatasat feltételezik a fellileteken kivald virusra, ami még rovid érintkezési id6kben is
kimutathaté. Ezek az adatok azonban nem elegenddk a katalizator virusrészecskékre kifejtett pontos
hatasmechanizmusanak (kdzvetlen fehérjékre és az RSN-re gyakorolt hatds, mechanikus elkilonités)
meghatarozasahoz.

Kovetkeztetések

A fentiekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ha ismert mennyiségl hével inaktivalt SARS-CoV-2 virust tesziink egy
katalizatort tartalmazé UMANA festékkel kezelt felliletre, akkor a virus nukleines anyaganak kinyerésére korilbell
hatszor alacsonyabb a lehetdség, mint ami a katalizatort nem tartalmazo festékkel hasonlé médon kezelt fellileten.
Ez a hatds mar az érintkezési id6t kovetGen percek alatt észlelhetd, és altalaban allandé marad az idé mulasaval.

Ezt az eredményt tamasztja ala az a tény, hogy nemcsak az UMANA hatdanyaga aktiv a virus orékitéanyagdval
szemben kdzvetleniil az oldatban, hanem az is, hogy ez az adalék olyan reakcidt hajt végre, amely el6segiti a
polimerizacids hatas hatékonysagat.

Ez utdbbi tény azt is feltételezheti, hogy a katalizatorral és anélkil kezelt mintak kozotti Ct-kiilonbség még alul is van
becsllve, és ezért csokkentési hatasa meghaladhatja a hatszoros értéket.
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