
DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4%

MICROBIOLOGICAL DATA

MICROBIOLÓGIA

1/2

Ready to use product.

Hygienic washing in 30 sec, 20°C:

Bactericide: EN 13727, EN 1499 - 3 ml

Yeasticide: EN 13624

Surgical cleaning in 5 min, 20°C:

Bactericide: EN 13727, EN 12791 - 6 ml

Yeasticide: EN 13624

Active according to EN 14476 in 30 sec against HIV-1, PRV (surrogate of HBV), BVDV 

(surrogate of HCV), Herpesvirus, Rotavirus and RSV.

Producto listo para usar.

Lavado higiénico en 30 seg, 20°C:

Bactericida: EN 13727, EN 1499 - 3 ml

Levuricida: EN 13624

Lavado quirúrgico en 5 min, 20°C:

Bactericida: EN 13727, EN 12791 - 6 ml

Levuricida: EN 13624

Activo según EN 14476 en 30 seg frente a HIV-1, PRV (virus modelo HBV), BVDV (virus 

modelo HCV), Herpesvirus, Rotavirus y VRS.
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Study number
Número de estudio

Microbiological activity
Actividad microbiológica

Results
Resultados

Contact time
Tiempo de contacto

BACTERICIDAL ACTIVITY Actividad bactericida

Hygienic washing Lavado higiénico

34172 EN 13727 30 sec

34155 EN 1499 – 3 ml 30 sec

Surgical cleaning Lavado quirúrgico

34173 EN 13727 1 min

27873 EN 12791 – 6 ml 5 min

YEASTICIDAL ACTIVITY Actividad levaduricida

Hygienic washing Lavado higiénico

34980 EN 13624 30 sec

Surgical cleaning Lavado quirúrgico

34171 EN 13624 2 min

VIRUCIDAL ACTIVITY Actividad virucida

31282
EN 14476

HIV-1
30 sec

27424
EN 14476

PRV (surrogate of HBV)
30 sec

27425
EN 14476

BVDV (surrogate of HCV)
30 sec

27426
EN 14476

Herpesvirus
30 sec

27565
EN 14476
Rotavirus

30 sec

28002
EN 14476

RSV
30 sec
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Laboratoires ANIOS
Pavé du moul in – 59260 Li l le-Hel lemmes
Tél.  +33 3 20 67 67 67 – Fax : + 33 3 20 67 67 68
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Version D du 04/11/2015

Sainghin en Mélantois, le 27 juin 2016

Sainghin en Mélantois, on the June 27 th 2016

Rapport d’essai : N° A 16 91 13727

Test report : N° A 16 91 13727

1. Objet de la demande (Study Number) n°  34172

Antiseptiques et désinfectants chimiques. Essai quantitatif de suspension pour l'évaluation 
de l’activité bactéricide de la formule 2173. Méthode d’essai et prescriptions (phase 2 - étape 
1) NF EN 13727 + A2 (Décembre 2015). Application aux désinfectants chimiques pour le 
lavage hygiénique des mains.

Indice de classement  T 72-175.
Méthode par dilution neutralisation.

Chemical antiseptics and disinfectants. Quantitative suspension test for the evaluation of the bactericidal activity 
of the formula 2173. Test method and prescriptions (phase 2 - step 1) according to NF EN 13727 + A2
(December 2015). Application to chemical disinfectants for the hygienic handwash.
Classification index T 72-175.

Method by dilution neutralisation.

Ce rapport d’essai ne concerne que le produit (cité ci après) soumis à l’essai.
This trial report concerns only the product (quoted this later) subjected on approval

Ce document comporte 11 pages numérotées dont 1 annexe de 4 pages
This report is made of 11 numbered pages including 1 annex of 4 pages

La reproduction de ce rapport d’essai n’est autorisée que sous la forme de fac- similé 
photographique intégral. Seule la version électronique fait foi.

The reproduction of this trial report is authorized only under the shape of complete photographic reproduction
Only the electronic version is valid.
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Demande n° 34172
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34172 GB

3. Introduction (Introduction)

L’essai a été réalisé selon la méthode d’essai décrite dans la norme européenne EN 13727 + 
A2 « Désinfectants chimiques et antiseptiques- Essai quantitatif de suspension pour 
l’évaluation de l’activité bactéricide en médecine (phase 2 /Etape 1) » . 

Détermination de l’activité bactéricide dans les conditions de laboratoire définies par la 
présente norme européenne .

The test was realised according to the test method described in the European standard EN 13727 + A2
« Chemical disinfectants and antiseptics- Quantitative suspension test for the evaluation of bactericidal activity in 
the medical area».

Determination of the bactericidal activity in the laboratory conditions defined in the present European standard .

4. Identification de l’échantillon (Sample Identification)

Code formule
2173   

Code formula

Numéro d’identification de l’échantillon
3335 16 05 13727

Identification of the sample

Numéro de lot
U132.04

Batch number

Fabricant
Laboratoires ANIOS

Manufacturer

Date de réception au laboratoire Le 25/05/16

Receipt date at the laboratory On the 25/05/16

Conditions de stockage au laboratoire T° ambiante et obscurité

Storage conditions at the laboratory Room temperature and darkness

Substances actives
Digluconate de Chlorhexidine
(CAS : 18472-51-0) : 40mg/g

Chlorhexidine digluconate
(CAS : 18472-51-0) : 40mg/g

Activ substances

Période d’essai Du 31/05/16 au 17/06/16

Period of analysis From 31/05/16 to 17/06/16
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Demande n° 34172
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34172 GB

5. Méthode expérimentale (Experimental Method)

5.1.Conditions expérimentales (Experimental conditions)

Température de l’essai
20°C ± 1°C

Test temperature

Temps de contact
30 secondes ± 5s

Contact Time

Diluant de la formule lors des essais Eau dure

Diluent of the formula used during the test Hard water

Apparence de la formule et de ses dilutions
Préparation physiquement homogène et 

stable pendant l’essai

Appearance formula dilutions
Preparation physically homogeneous and stable 

during test

Souches testées
o Escherichia coli K12 54117

o Pseudomonas aeruginosa CIP 103467

o Staphylococcus aureus CIP 483

o Enterococcus hirae CIP 5855  
Tested strains

Substance interférente
Albumine bovine à 3g/l + 3ml/l 

érythrocytes

Interfering substance 3 g/l BSA + 3ml/l erythrocytes  

Stabilité du mélange formule et substances 
interférentes

Absence de précipité pendant l’essai

Stability of the mixture (formula and interfering substance) Precipitate absent throughout the test

Température d'incubation 37°C ± 1°C

Incubation temperature 37°C ± 1°C

5.2.Méthode par dilution neutralisation (Method by dilution neutralisation)

Nature du neutralisant utilisé o Formule : F010

Nature of the neutralizer agent used o Formula : F010

Neutralisant ajouté au milieu de dénombrement ø

Neutralizer agent added to the counting medium ø
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Demande n° 34172
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34172 GB

6. Résultats (Results)

6.1.Essais de validation des conditions expérimentales (Validation tests)

Vérification de la méthodologie et validation de la méthode par dilution neutralisation pour la 
concentration d’essai de 50% de la formule 2173 soumise à l’essai.

Checking of the method and validation of the method by dilution neutralisation for the 50% test concentration of 
the formula 2173 to be tested.

Souches testées
Suspension 

d’essai

Inactivation par 
dilution 

neutralisation

Tested strains
Test 

suspension

Dilution 

neutralization 

control

N C

Escherichia coli 

K12 1,6.108 3,7.101

Pseudomonas 

aeruginosa 2,1.108 5,8.101

Staphylococcus 

aureus 1,7.108 4,8.101

Enterococcus 

hirae 1,7.108 4,8.1011,7.107 3,7.102 3,7.101 4,1.104 3,6.101 4,6.101

1,7.107 4,7.102 4,7.101 4,4.104 4,6.101 5,5.101

2,1.107 5,6.102 5,6.101 5,9.104 5,8.101 5,9.101

1,6.107 4,5.102 4,5.101 4,4.104 4,2.101 4,1.101

N 0 Nv Nv 0 NvB A B

Test suspension / 

10

Validation 

suspension

Validation 

suspension        / 

10

B Validation suspension
Experimental 

conditions control

Neutralizer toxicity 

control

Nombre de cellules viables (UFC/ml) (Number of viable cells(CFU/ml))

Suspension 
d’essai / 10

Suspension 
de validation

Suspension 
de validation / 

10

Suspension de 
validation B

Validation 
conditions 

expérimentales

Non toxicité du 
neutralisant

Pour les souches soumises à l’essai - For the tested strains.  

N est compris entre 1,5 x 108 UFC/ml et 5 x 108 UFC/ml

is comprised between 1.5 x 108 CFU/ml and 5 x 108 CFU/ml

N0 est compris entre 1,5 x 107 UFC/ml et 5 x 107 UFC/ml

is comprised between 1.5 x 107 CFU/ml and 5 x 107 CFU/ml

NV est compris entre 3 x 102 UFC/ml et 1.6 x 103 UFC/ml

is comprised between 3 x 102 CFU/ml and 1.6 x 103 CFU/ml

NV0 est compris entre 3 x 101 UFC/ml et 1.6 x 102 UFC/ml

is comprised between 3 x 101 CFU/ml and 1.6 x 102 CFU/ml

NvB est compris entre 3 x 104 UFC/ml et 1.6 x 105 UFC/ml

is comprised between 3 x 104 CFU/ml and 1.6 x 105 CFU/ml

B  est supérieur ou égal à 0,0005 x NVB

are higher or equal to 0,0005 x NVB

A,C  sont supérieurs ou égaux à 0,5 x NV0

are higher or equal to 0.5 x NV0

La neutralisation est validée avec la méthode par dilution neutralisation pour la concentration
d’essai de 50% de la formule 2173 et pour les souches soumises à l’essai.
The neutralization is validated with the method by dilution neutralisation for the 50% test concentration of the formula 2173 and for 
the tested strains.
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6.2.Essais d’activité bactéricide (Evaluation of bactericidal activity)

Enterococcus 

hirae
3,3.10

4
1,8.10

3
1,0.10

3

Staphylococcus 

aureus 2,3.10
4

6,5.10
2

<1,4.10
2

<1,4.10
2Pseudomonas 

aeruginosa 2,3.10
4

<1,4.10
2

Escherichia coli 

K12
2,0.10

4
<1,4.10

2
<1,4.10

2

5 25 50

Tested strains
Number of the viable cells (CFU/ml) for the test mixture                                                                             

(Na) for the concentrations of : %(v/v)

Souches testées
Nombre de cellules viables (UFC/ml) pour le mélange d'essai (Na) pour les concentrations 

de : %(v/v)

Enterococcus 

hirae
2,7 3,9 4,2 

Staphylococcus 

aureus
2,8 4,4 > 5,1 

Pseudomonas 

aeruginosa
2,9 > 5,2 > 5,2 

> 5,1 
Escherichia coli 

K12
2,9 > 5,1 

25 505

Tested strains
Reduction of the number of viable cells at the test concentration.                                                        

R = Log N0  - Log Na

Souches testées
Réduction du nombre de cellule viables à la concentration d'essai.                                               

R = Log N0  - Log Na

7. Conclusion (Conclusion)

Selon la norme NF EN 13727 + A2 (Décembre 2015), la formule 2173, lorsqu'elle est diluée
à la concentration de 25,00 % (v/v) dans de l’eau dure , présente une activité bactéricide en 
30 secondes de contact à 20°C en conditions de saleté , vis-à-vis des souches de référence
pour le lavage hygiénique des mains : Escherichia coli K12, Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae.

According to the European standard NF EN 13727 + A2 ( December 2015), the formula 2173 ,when diluted at 

the concentration of 25,00% (v/v) in hard water, presents a bactericidal activity in a  30 seconde contact time at

20°C in dirty conditions against the referenced strains for the hygienic handwash: Escherichia coli K12, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae.
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Demande n° 34172
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34172 GB

8. Annexe - Données expérimentales ( Experimental Data )

Escherichia coli K12 - 30 secondes

1 206
5 200
6

1 6

0 7 3335 16 05 13727 Ec k12 30'' 15.06.16 VL Numéro d'identification: 1 450 NC 445 ### 42 41 37 ###

Numéro d'identification: Date :

1 154 A 1 1

171 B 1 1

3 333 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 348 D 1 2

1 1 ClassiqueModifiée

Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

348…………………. Oui

2 ……………….. 0 0 0 ### Oui

2……………………… 0 0 0 ### Oui
6……………………… 0 0 0 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 1 0 1 1 23 1 1 ### 2 Oui Oui

1,6E+08 1,6E+09 A La neutralisation est validée : Oui ### 22 ### ### ### ### 1

0 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

0 0 0,0E+00 1 0 XXX 1 0 XXX

Essai de validation : VL Essai :18 0 0
0 ##

140 666 140 0 2 231 0 0
0 XXX

140 666 140 0 247 42 1 1 89 89 2 41 33 1 1
0 0 330 330

## 0
Erreur330

486
XXX XXX 11 22 14 14

28 0
Erreur 14

25
XXX XXX43 45 1 1 88 47 47 41 1 2 41

3 4 216 193
## 409

186 205 201 XXX
0

33 44 14 14
28 0

0 14 25 XXX
038 46 1 1 84 88 2 33 1 74 33

5 6 15 18
33 33

201 17 XXX
1

55 66 14 14
28 0

0 14 140
043 43 74

###
0

###
038 44 1 1 82 84 2 41 41

11 22 14 14
28 0

Erreur 14
25

XXX XXX 11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX38 38
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

0
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

041 33 1 1 74 82 2
55 66 14 14

28 0
0 14 140

0
14 14

28 ###
### 14 XXX

038 38 2
###

0
###

0

à 50 %

0
c
n

231 0 0
2 1

Nv0= 4,5E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage des mains 2

3335 16 05 13727

3335 16 05 13727 15.06.16
Nv C

890
= 4,5E+02

Température : Inférieure à 40°C 2

A C
84

= 4,2E+01

Méthode utilisée : Classique
NvB C

88000
=

Dénombrement : 14 à 330 UFC par boite 2

Dilution -7 Dilution -6 Dilution -7
B C

82
=

4,4E+04 UFC/mL

UFC/mL

4,1E+01 UFC/mL

Escherichia coli K12 54117
154 17 154 17 2

74
= 3,7E+01 UFC/mL

Ec k12 Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures 2

162 15 162 15
C C

Souche Dilution -6

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.10
4

et 1,6.10
5 4,4E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1

et 1,6.10
2 4,5E+01

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 8 UFC/ml et 5.10 ^ 8 UFC/ml 1,6E+08

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 4,5E+02

5 < Q =
• dil - 6 / 2

< 15 =
158

=

Moyenne pondérée :
C

= 1,6E+08 UFC/ml

9,9 1
• dil - 7 / 2 16

Temps de contact : 30''

1,6E+07
4,2E+01 3,7E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 4,1E+01
N0=N/10=

Temps de contact : VL 30''

Nv : témoin suspension
47 47 Concentration produit % 5 25 50

42 42

Dénombrement à 20h/24h                              

de 14 à 330 UFC                    
par boîte

0 + + 0

De 14 à 330 UFC par boite De 14 à 330 UFC par boite Volume pipeté de produit                    
pour fiole de 100 ml

10 ml de la
fiole à 50%

50 ml de la
fiole à 50%

62,5

A :
témoin des conditions 

expérimentales

38 38

0 0 0

0

NvB : témoin suspension B
43 43

-1 216 193
45 45

0 0 0

0

46 46

Dénombrement à 40h/48h                                    

de 14 à 330 UFC                        
par boîte

0 + + 0

-2 15 18 0 0 0

0 0 0

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

38 38

44
0 0

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
41 41

-2 15

44
-1 216 193 0 0

< 1,4E+02 < 1,4E+02

33 33

Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution 2,0E+04

18 0 0 0 0

n

Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 7,2 2,1
n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
2,9 > 5,1 >

 Log Na = 4,3 2,1

Conforme

5,1
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS250J 
Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015

Réf : FS250J 

Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015
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Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34172 GB

Pseudomonas aeruginosa - 30 secondes

1 206
5 200
6

1 6

0 7 3335 16 05 13727 Ps.aeru 30'' 31.05.16 VL Numéro d'identification: 1 560 NC 560 ### 58 59 58 ###

Numéro d'identification: Date :

1 202 A 1 1

222 B 1 1

3 436 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 459 D 1 2

1 1 ClassiqueModifiée

Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

459…………………. Oui

2 ……………….. 0 0 0 ### Oui

2……………………… 0 0 0 ### Oui
6……………………… 0 0 0 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 1 0 1 1 28 1 1 ### 2 Oui Oui

2,1E+08 2,1E+09 A La neutralisation est validée : Oui ### 30 ### ### ### ### 1

0 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

0 0 0,0E+00 1 0 XXX 1 0 XXX

Essai de validation : VL Essai :18 0 0
0 ##

140 666 140 0 2 231 0 0
0 XXX

140 666 140 0 255 57 1 1 112 112 2 61 55 1 1
0 0 330 330

## 0
Erreur330

510
XXX XXX 11 22 14 14

28 0
Erreur 14

25
XXX XXX59 58 1 1 117 55 55 61 1 2 61

3 4 243 220
## 463

210 232 231 XXX
0

33 44 14 14
28 0

0 14 25 XXX
060 56 1 1 116 117 2 55 1 116 55

5 6 21 25
46 46

231 23 XXX
1

55 66 14 14
28 0

0 14 140
059 59 116

###
0

###
054 63 1 1 117 116 2 61 61

11 22 14 14
28 0

Erreur 14
25

XXX XXX 11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX60 60
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

0
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

061 55 1 1 116 117 2
55 66 14 14

28 0
0 14 140

0
14 14

28 ###
### 14 XXX

054 54 2
###

0
###

0

à 50 %

0
c
n

231 0 0
2 1Conforme

5,2
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
2,9 > 5,2 >

 Log Na = 4,4 2,1Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 7,3 2,1

< 1,4E+02 < 1,4E+02

55 55

Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution 2,3E+04

25 0 0 0 0

n

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

54 54

63
0 0

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
61 61

-2 21

63
-1 243 220 0 0

0

0

56 56

Dénombrement à 40h/48h                                    

de 14 à 330 UFC                        
par boîte

0 + + 0

-2 21 25 0 0 0

0 0 0

10 ml de la
fiole à 50%

50 ml de la
fiole à 50%

62,5

A :
témoin des conditions 

expérimentales

60 60

0 0 0

0

NvB : témoin suspension B
59 59

-1 243 220
58 58

0 0

Nv : témoin suspension
55 55 Concentration produit % 5 25 50

57 57

Dénombrement à 20h/24h                              

de 14 à 330 UFC                    
par boîte

0 + + 0

De 14 à 330 UFC par boite De 14 à 330 UFC par boite Volume pipeté de produit                    
pour fiole de 100 ml

9,7 1
• dil - 7 / 2 21,5

Temps de contact : 30''

2,1E+07
5,8E+01 5,8E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 5,9E+01
N0=N/10=

Temps de contact : VL 30''

5 < Q =
• dil - 6 / 2

< 15 =
208

=

Moyenne pondérée :
C

= 2,1E+08 UFC/ml

Souche Dilution -6

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.10
4

et 1,6.10
5 5,9E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1

et 1,6.10
2 5,6E+01

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 8 UFC/ml et 5.10 ^ 8 UFC/ml 2,1E+08

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 5,6E+02

UFC/mL
Ps.aeru Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures 2

214 23 214 23
C C

Pseudomonas aeruginosa CIP 
103467

202 20 202 20 2

116
= 5,8E+01

Dilution -7 Dilution -6 Dilution -7
B C

117
=

5,9E+04 UFC/mL

UFC/mL

5,9E+01 UFC/mL

Température : Inférieure à 40°C 2

A C
116

= 5,8E+01

Méthode utilisée : Classique
NvB C

117000
=

Dénombrement : 14 à 330 UFC par boite 2

Nv0= 5,6E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage des mains 2

3335 16 05 13727

3335 16 05 13727 31.05.16
Nv C

1120
= 5,6E+02

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS250J 
Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015

Réf : FS250J 

Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015
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Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34172 GB

Staphylococcus aureus - 30 secondes

1 206
5 200
6

1 6

0 7 3335 16 05 13727 St.aure 30'' 31.05.16 VL Numéro d'identification: 1 470 NC 470 ### 46 55 48 ###

Numéro d'identification: Date :

1 163 A 1 1

177 B 1 1

3 362 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 379 D 1 2

1 1 ClassiqueModifiée

Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

379…………………. Oui

2 ……………….. 0 0 0 ### Oui

2……………………… 0 0 0 ### Oui
6……………………… 0 0 0 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 1 0 1 1 24 1 1 ### 2 Oui Oui

1,7E+08 1,7E+09 A La neutralisation est validée : Oui ### 22 ### ### ### ### 1

0 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

0 0 0,0E+00 0 0 XXX 0 XXX

Essai de validation : VL Essai :18 0 0
0 ##

140 666 140 0 2 201 0 0
0 645

140 666 140 0 245 49 1 1 94 94 2 47 48 1 1
0 0 330 330

## 0
Erreur330

508
XXX XXX 1 2 57 72

129 129
Erreur 65

71
XXX XXX46 41 1 1 87 45 45 47 1 2 47

3 4 226 232
## 458

208 229 230 XXX
0

33 44 14 14
28 0

59 14 25 XXX
044 47 1 1 91 87 2 48 1 95 48

5 6 25 24
49 49

230 25 XXX
1

55 66 14 14
28 0

0 14 XXX
146 46 95

###
0

###
056 53 1 1 109 91 2 47 47

11 22 14 14
28 0

Erreur 14
25

XXX XXX 11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX44 44
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

0
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

047 48 1 1 95 109 2
55 66 14 14

28 0
0 14 140

0
14 14

28 ###
### 14 XXX

056 56 2
###

0
###

0

à 50 %

0
c
n

231 0 0
2 1

Nv0= 4,7E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage des mains 2

3335 16 05 13727

3335 16 05 13727 31.05.16
Nv C

940
= 4,7E+02

4,4E+04 UFC/mL

UFC/mL

5,5E+01 UFC/mL

Température : Inférieure à 40°C 2

A C
91

= 4,6E+01

Méthode utilisée : Classique
NvB C

87000
=

Dénombrement : 14 à 330 UFC par boite 2

UFC/mL
St.aure Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures 2

185 17 185 17
C C

Staphylococcus aureus CIP 483
163 14 163 14 2

95
= 4,8E+01

B C
109

=
Souche Dilution -6

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.10
4

et 1,6.10
5 4,4E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1

et 1,6.10
2 4,7E+01

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 8 UFC/ml et 5.10 ^ 8 UFC/ml 1,7E+08

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 4,7E+02

Dilution -7 Dilution -6 Dilution -7

5 < Q =
• dil - 6 / 2

< 15 =
174

=

Moyenne pondérée :
C

= 1,7E+08 UFC/ml

11,2 1
• dil - 7 / 2 15,5

Temps de contact : 30''

1,7E+07
4,6E+01 4,8E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 5,5E+01
N0=N/10=

Temps de contact : VL 30''

Nv : témoin suspension
45 45 Concentration produit % 5 25 50

49 49

Dénombrement à 20h/24h                              

de 14 à 330 UFC                    
par boîte

0 + + 0

De 14 à 330 UFC par boite De 14 à 330 UFC par boite Volume pipeté de produit                    
pour fiole de 100 ml

10 ml de la
fiole à 50%

50 ml de la
fiole à 50%

62,5

A :
témoin des conditions 

expérimentales

44 44

4 6 0

0

NvB : témoin suspension B
46 46

-1 226 232
41 41

57 72 0

0

47 47

Dénombrement à 40h/48h                                    

de 14 à 330 UFC                        
par boîte

0 + + 57

-2 25 24 0 0 0

72 0 0

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

56 56

53
0 0

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
47 47

-2 25

53
-1 226 232 4 6

6,5E+02 < 1,4E+02

48 48

Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution 2,3E+04

24 0 0 0 0

n

Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 7,2 2,1
n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
2,8 4,4 >

 Log Na = 4,4 2,8

Conforme

5,1
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS250J 
Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015

Réf : FS250J 

Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015
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Demande n° 34172
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34172 GB

Enterococcus hirae - 30 secondes

1 206
5 200
6

1 6

0 7 3335 16 05 13727 Ent.hir 30'' 31.05.16 VL Numéro d'identification: 1 370 NC 370 ### 36 46 48 ###

Numéro d'identification: Date :

1 171 A 1 1

191 B 1 1

3 353 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 370 D 1 2

1 1 ClassiqueModifiée

Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

370…………………. Oui

2 ……………….. 0 0 0 ### Oui

2……………………… 0 0 0 ### Oui
6……………………… 0 0 0 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 1 0 1 1 19 1 1 ### 2 Oui Oui

1,7E+08 1,7E+09 A La neutralisation est validée : Oui ### 21 ### ### ### ### 1

0 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

0 0 0,0E+00 1 0 XXX 0 XXX

Essai de validation : VL Essai :11 0 0
0 ##

140 666 140 0 2 161 0 0
0 XXX

140 178 140 0 238 36 1 1 74 74 2 49 46 1 1
0 0 330 330

## 0
Erreur330

600
XXX XXX 1 2 191 164

355 355
Erreur178

175
XXX XXX43 39 1 1 82 38 38 49 1 2 49

0 0 330 330
## 0

0 330 330 XXX
0

33 4 14 15
29 0

161 15 26 XXX
037 34 1 1 71 82 2 46 1 95 46

5 6 26 40
66 66

30 33 XXX
1

55 66 14 14
28 0

0 14 ###
043 43 95

###
0

###
045 47 1 1 92 71 2 49 49

1 2 112 97
## 209

Erreur105
108

XXX XXX 11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX37 37
33 44 14 14

28 0
95 14 25 XXX

0
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

049 46 1 1 95 92 2
55 66 14 14

28 0
0 14 XXX

1
14 14

28 ###
### 14 XXX

045 45 2
###

0
###

0

à 50 %

0
c
n

201 0 0
2 1Conforme

4,2
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
2,7 3,9

 Log Na = 4,5 3,3Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 7,2 3,0

1,8E+03 1,0E+03

46 46

Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution 3,3E+04

40 0 0 0 0

n

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

45 45

47
5 6

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
49 49

-2 26

47
-1 + + 13 15

112

6

34 34

Dénombrement à 40h/48h                                    

de 14 à 330 UFC                        
par boîte

0 + + 191

-2 26 40 0 0 0

164 112 97

10 ml de la
fiole à 50%

50 ml de la
fiole à 50%

62,5

A :
témoin des conditions 

expérimentales

37 37

13 15 5

0

NvB : témoin suspension B
43 43

-1 + +
39 39

191 164

Nv : témoin suspension
38 38 Concentration produit % 5 25 50

36 36

Dénombrement à 20h/24h                              

de 14 à 330 UFC                    
par boîte

0 + + 97

De 14 à 330 UFC par boite De 14 à 330 UFC par boite Volume pipeté de produit                    
pour fiole de 100 ml

Temps de contact : 30''

1,7E+07
3,6E+01 4,8E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 4,6E+01
N0=N/10=

Temps de contact : VL 30''

Dilution -6 Dilution -7

5 < Q =
• dil - 6 / 2

< 15 =
166,5

=

Moyenne pondérée :
C

= 1,7E+08 UFC/ml

9,0 1
• dil - 7 / 2 18,5

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.10
4

et 1,6.10
5 4,1E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1

et 1,6.10
2 3,7E+01

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 8 UFC/ml et 5.10 ^ 8 UFC/ml 1,7E+08

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 3,7E+02

UFC/mL
Ent.hir Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures 2

162 17 162 17
C C

Enterococcus hirae CIP 5855
171 20 171 20 2

95
= 4,8E+01

B C
92

=

4,1E+04 UFC/mL

UFC/mL

4,6E+01 UFC/mL

Température : Inférieure à 40°C 2

A C
71

= 3,6E+01

Méthode utilisée : Classique
NvB C

82000
=

Dénombrement : 14 à 330 UFC par boite 2

Souche Dilution -6 Dilution -7

Nv0= 3,7E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage des mains 2

3335 16 05 13727

3335 16 05 13727 31.05.16
Nv C

740
= 3,7E+02

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS250J 
Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015

Réf : FS250J 

Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015
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D E U T S C H L A N D  -  G E R M A N Y
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D-PL-18411-01-02 HYGIEilE NoRD G}TBH

HYGTENE NoRD GMBH, c/o BIoTECHNIKUM, W.-RATHENAU-STR 49 A,  D- I7489 GREIFSWALD

L o b o r o l o i r e s  A N I O S

P o v ö  d u  M o u l i n

5 9 2 6 0  L i l l e - H e l l e m m e s

CusromeR NUMBER
314

Dlre

June 17, 2016

RrroRr  A  16175

DenMANros  Scnus  Cn loRHExrDrNE t+  %

A p p L I c A T I o N :

H v c I E N I c  H a H D w A S H

5  ML  /  50  s

(EN  1499 :20  15 )

O b iect ive

The efficocy of the hygienic hondwosh product Dermonios Scrub Chlorhexidine 4 % (Loboroloires ANIOS,

Lille-Hellemmes, Fronce) should be evoluoted by o tesl simuloting procticol conditions in occordonce wilh the

EN 1499 l20l3l.

Order number: A 16175 Dermonios Scrub Chlorhexidine 4 % {3 ml/ 30 sl Version 0l Pcge I of 
'10



Mqnufocturer:

Product:

Sompb ruffiber:

B<rtch number:

Ivlonufocturer Dole:

Best before:

Dote of order:

Dote of ddivery:

Tesl dqte:

Bosis:

Test orgonism:

Test solutions:

Acfive ingredients:

Odour:

Appeoronce:

Appeoronce of dilutions:

pH - volue (pH-melerl:

Neutrolizer:

Test ternperoture:

Incubolion lemperoture:

Tesf descript ion

Loborotoires ANllOS, Lille'Hellemmes, Lyon, Fronce

Dennonios Scrub Chlorhexidire 4 %

P 160318

T06215

fVlorch 2015

Morch 2018

Moy 25, 2016

Februory 03, 2016

Jure 16, 2016 - Jure 17, 2016

EN 1499 (20131: Chemicol disinfectonls ond onliseptics - Hygienic

hondwosh - lest method ond requiremenfs (phose 2, step 2l

Escherichio coliKl2 NCTC 10538

100 %

40 mg/g chlorhexidine digluconole

fresh ond sweetish

pink liquid

shghtly pink liquids

l@ %: 5.18 50 %: 5.21 l0 7o: 5.31 WFI: 6.07

4 % TweenS0 + 3 7o Soponin + 3 7" Histidin + 0.4 Lecthin + 0.5 % SDS

{Neutrolizer )üXll}

2 0 t l " C

3 6 t l " C

Order number: A 16175 Dermonios Scrub Chlorhesdtne 4 % lS ml / 30 sl VenibnOl Poge 2 of l0



Test Method

A cross-over design wos used for the testing of Dermonios Scrub Chlorhexidine 4 %. The subiects were

rondomly divided into two groups of opproximotely the some size. The test wos first performed with group 1

using the reference hondwosh procedure ond group 2 using the hondwosh procedure with the test product

Dermonios Scrub Chlorhexidine 4 %. The test wos repeoted on the some doy, with group 1 opplying the

hondwosh procedure with the test product Dermonios Scrub Chlorhexidine 4 % ond group 2 using the

reference hondwosh procedure.

The test wos performed on 15 heolthy persons with honds with heolthy skin, without cuts or obrosions, ond

with short ond cleon fingernoils.

Applicolion of lhe conlominolion fluid:

Honds were prepored by woshing for I min with 5 ml soft soop (occording to EN 14991to remove nofurol

tronsients ond lhen dried on poper towels. Honds were immersed in the contominotion fluid for 5 s ond then

ollowed to dry in the oir for 3 min, ovoiding the formotion of droplets.

Contominotion fluid: 2.93*10'cfu / ml

Prevolues:

lmmediotely ofter drying, the fingertips were rubbed (including the thumb) for I min on lhe bose of o Petri dish

contoining l0 ml of TSB (without neutrolizer) in order to ossess the releose of test orgonisms before treotment

of the honds with the test products (prevolues). A seporole dish wos used for eoch hond.

Dilufions of l0-' ond l0 o of these sompling fluids were prepored in TSB. For eoch dilution, 0.1 ml were ploted

on the surfoce of TSA plote. The plotes were incuboted ol 36+l"C tor 24 h.

Hygienic hondwosh procedure:

Reference product (R):

Applicotion: 5 ml of soft soop were poured into dry cupped honds. Honds were woshed in occordonce

with the stondord hondwosh procedure.

After 60 s, this procedure wos completed by o 10 s rinse of the honds under running top woter. Fingertips

remoined pointing upwords until sompling for postvolues; wrists qnd lower orms were dried with poper towels

by o helper.

Order number: A 16175 Dermonios Scrub Chlorhexidine 4 % (3 ml / 30 sl Version 0l psqe 3 of l0



Tesl producl lPl'pp' c"'n: :#;ffi: i"Jffi; ilffHH:T:;:Jffi"""1':H :::::::::lX;
the slondord hondwosh procedure for 30 s.

According to the test stondord, lhot procedure wos completed by o l0 s rinse of the honds under running top

woter (coldl. Fingertips remoined pointing upwords unlil sompling for postuolues; wrisfs ond lower orms were

dried with poper towels by o helper.

Postvolue

After fhe hygienic hondwosh procedure the fingertips und thumb tips were rubbed for I min on the bose of o

Petri dish conloining l0 ml of TSB (wilh neutrolizerl. A seporofe dish wos used for eoch hond.

1.0 ml ond 0.1 ml somples of the undiluted sompling fluid ond 0.1 ml of o l0-' dilulion in TSB were ploted on fhe

surfoce of TSA ploles. The plotes were incuboled of 36+l "C for 24h.

Order number: A 16175 Dermcnios Scrub ChlorheDddine 4 % {3 ml / 30 sl Version 0l Poge 4 of l0



Results

The results ore volid os the following requirements occording to the EN 
.|499 (20.|3) were fulfilled (toble 2):

- oll results (from ot leost l2 volunleers) sholl be ovoiloble

- the overoll meon of the log prevolues for reference ond test procedure is of leost 5.00

- the obsolule difference of meon differences between log reduclions of RP ond PP of group RP -+ PP
ond group PP -+ RP is be less lhon 2.00

- no syslemotic errors were detected by fhe colculotion of the quotients of cfu numbers of conseculive
dilufions of the sompling fluids.

The overoll meon volues of the reference producl ore:

The overoll meon volues of the test product Dermonios Scrub Chlorhexidine 4 l" ore:

prevolue

postvolue

reduction foctor

prevolue

postvolue

reduction foclor

5.98

3. t8

2.80

6.03

1.23

4.80

The meon log reduction (RF) for the test producl Dermonios Scrub Chlorhexidine 4 % is Eeoter thon thot of

the reference product. According to the Wilcoxon-Wilcox stolisticol test ot the required probobility level of

p = 0.01 (l{oiled}, this difference is considered significont (ronk sufft = 0.00, p = 0.000; required: p < 0.01).

In qccordonce with these results, the product Dermonios Scrub Chlorhexidine 4 % is suitoble for the hygienic

hondwosh when honds ore kept moist with 3 ml (on wetted honds) for o conlocl time of 30 s. Dermonios

Scrub Chforhexidine 4 % does therefore correspond lo the requirements of the EN 1499 l2}13l.

Greifswold, June 16, 2016

Dr. rer. med. (Dipl. Biol.lTorsten

Order number: A 
.|6i75
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Tobfe l: Neutrolizotion-control ond volidotion IEN 1499:2ol3l

Dote: April 08, 20'16 order number: A1617s
Producl: Dermonios Scrub Chlorhexidine 4 % Somple number: P 

.|603.|8

Tesl orgonism: E. coli Botch number: To62j5
Inlerfering subslonce: none
Incubotion temperoture: 36 + I 'C Neufrotizer: XXXII
Tesl suspension lNl: 5.56*10' cfu / ml Incubotion time: 24 h - 48 h
Test suspension lNv'l: ].59*l0s cfu / ml Test temperoture 20 + I 'C
Volidotion Suspension lNul: 

.|.59*]03 
cfu / ml

Neutrolizotion - control ond volidotion:

Volidolion suspension lNvol Neutrolizer conlrol (control Bl Melhod volidotion lControlClS0 %
cfu /

Plole 1 & 2
v. x

Ictu / mll
ctu /

Plote I & 2 v. x
lcfu / mll

ctu /
Plote I & 2

v. X

lcfu / mll
V.t 8 8 i 8 4 172

158.5
V.t B r i 5 7 t38

r4l
V.t 8 0 i 6 7 147

146V., 7 5 i 7 0 145 V., 7 5 i 6 9 144 V., 7 1 i 7 4 145

3 0 < x  o f

I Xlt",
'lvo s 

.|60?
-l*o x of B is > 0.0005 , of Nv,?

l x ] r " ,  [ l 'o
,  o f  C is>0.5 '  o f  Nv"?

lT-1r", l-l'o
Method volidolion (ConlrolCl 50 %

ctv /
Plote I & 2

v. x
lctu / mll

V.t

V.z

75 8l 156
153.5

75 76 l 5 l

x  o f  C i s > 0 . 5 ;  o f  N v o ?

F-]r", l-l*o
Melhod volidolion lControlCl tO %

ctv /
Plote I & 2

v. x
lcfu / mll

V.t 85 8l 't66
159

V.z 75 77 152

;  o f  C i s > 0 . 5 ;  o f  N v o ?

I X.lr", [l *o

Control of group of subiects (EN 1499:20131

G r o u p l ( R P ) P P l
subiects I - I

Group 2lPP ) RPI
subiecls 9 - 15

Absolute difference of meon
differences

meon log,o RF
difference

meon log,o RF
difference

obs( -1.69-(- 2.351 l= 0.56RP PP RP PP

2.90 4.59 -1.69 2.69 5.04 -2.35

result < 2.OO ?
t-tt
| .'\ lYes | | No

Order number: A 
.|6]75

Dermonios Scrub Chlofiexidine 4 o/" (3 ml / 30 sl Version 0l pcge 6 of i0



Toble 2:

fesl dole:
reference:
tesl producl:
neutrolizer:

Hygienic hondwosh - lest resulls - reference producf vs.

order number:
botch number:
botch number:

test producf

41617 5

T06215

June 16,2016
soft soop
Dermonios Scrub Chlorhexidine 4 %

neu roltzer: xxxll somple number: P 
.l603.|8

(J
(1}
5:'
ut

E
C
o

-c

reference produc,t lest produrJ
prevol

O.1 ml
10"

p,
l m l
100

oslvolue Ic

I o.r mt
I lo'

fuI

0,1 mf
l0''

prevolr

O.l ml
10"

pl

l m l
100

rsfuolue [c

I o.r mf
I loo

ful

O.l ml
lou

I right 154 9 > 330 126 21 149 21 > 330 60 6
lefl 138 12 > 330 122 14 120 t4 > 330 t0t 12

2 right 26 3 > 330 1 1 8 t2 l 8 3 64 7 0
lefl 29 2 > 330 92 l t 41 5 38 7 0

3 righr 160 17 > 330 107 24 > 330 43 70 l0 I

lefl 166 21 > 330 129 12 203 37 68 I 0
4l right 63 7 > 330 128 17 129 t2 20 2 0

lefi 69 5 > 330 99 t0 91 12 t0 0 0
5 right 116 10 > 330 67 4 153 t 5 0 0 0

left
.|38

12 > 330 5t 2 > 330 48 0 0 0
6 righr 99 12 > 330 > 330 49 69 5 124 il 2

löfr 65 5 > 330 178 12 70 5 80 8 1

7 right 165 t 8 > 330 > 330 47 198 25 t0 I 0
lefl 129 17 > 330 262 3t 121 23 t0 0 0

I right 76 6 320 50 4 l t3 12 14 1 0
lefl 80 12 256 32 3 102 l l 30 2 0

I
right 5t 4 > 330 66 7 49 7 234 24 2
lefl 52 7 > 330 87 I 56 3 248 17 3

IO
right 45 4 > 330 49 4 50 4 4 0 0
lefl 77 6 > 330 63 5 73 9 2 0 0

l l
ilght 59 5 > 330 297 38 49 3 12 2 0
left 61 8 > 330 > 330 45 64 6 12 4 0

t2
right > 330 57 > 330 > 330 147 > 330 6t l 8 I 0
left t9t 29 > 330 > 330 330 > 330 5t 20 I 0

t3
right r30 14 > 330 183 23 107 8 t 6 I 0
left 138 24 > 330 200 25 122 t 5 32 I 0

\4
right 5t 7 > 330 87 9 39 2 0 0 0
left 74 6 > 330 86 8 36 7 0 0 0

l5
right 208 22 > 330 > 330 48 136 l 9 0 0 0
lefl 223 30 > 330

.|63
l 3 168 l 3 0 0 0

t6
right

left

t7
right

left

I8
riglrl

left

I9
risht

left

20
right

left
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rJ
q

g
:3
.A

':o

o

r e f e r e n c e  p r o d u c t l e s t  p r o d u c l
prevclue

log
R/L I meon

POI

R/L

;tvalue
log
I *""n

reduc-
lion-

fcctors

pr(

R/L

:volue
log
I meqn

po:

RIL

;lvolue

lqg

I meon

reduc-
lion-

fqclors

I
R 6 .19

6 .16
3.13

3. l t 3.05
6 .19

6.14
2.78

2 .89 3.25
L 6.14 3.09 6.09 3.00

2
R 5.41

5.44
3.07

3.02 2.42
5.26

5.43
t .8 t

1 .69 3.74
L 5.46 2 .96 5.6r 1.58

3
R 6.21

6.22
3.08

3.09 3.13
6 .63

6.49
1.85

1 .84 4.65
L 6.23 3.il 6 .34 r .83

4
R 5.80

5.82
3.12

3.06 2.76
6.i l

6.03
1.30

t . t 5 4.88t- 5.84 3.00 5.96 r.00

5
R 6.06

6.10
2.83

2.77 3.34
6 .18

6.43
0.00

0.00 6.43
L 6.14 2.71 6.68 0.00

6
R 6.00

5.90
3.69

3.47 2.43
5.84

5.84
2.09

2.00 3.84L 5.81 3.25 5.85 1.90

7
R 6.22

6 .17
3.67

3.55 2.62
6.31

6 .21
1.00

1.00 s.21
L 6.12 3.43 6 .12 1.00

I
R s.88

5 .89
2.53

2.47 3.42
6.05

6.03
l . t5

1.31 4.72
L 5.90 2.42 6.0.| 1.48

I
R 5.71

5.71
2.82

2 .88 2.83
5.69

5.72
2.37

2.38 3.34
L 5.72 2.94 5.75 2.38

lo
R 5.65

5.77
2.69

2.74 3.03
5.70

5.78
0.60

0.45 5.33
L 5 .89 2.80 5 .86 0.30

I t
R 5.77

5.78
3.48

3.57 2.21
5.69

5.75
1.08

1.08 4.67
L 5.79 3.65 5.8r r.08

t2
R 6.76

6.53
4.17

4.34 2.19
6.79

6.75
1.26

1 . 2 8 5.47
L 6.30 4.52 6.71 1.30

l3
R 6.12

6.14
3.27

3.29 2.85
6.03

6.06
1.20

r .35 4.71
L 6.17 3.31 6.10 t .5 t

14
R 5.71

5.79
2.94

2.94 2.85
5.59

5.57
0.00

0.00 5.57
L 5.87 2.93 5.56 0.00

I5
R 6.32

6.34
3.68

3.45 2.89
6.15

6.19
0.00

0.00 6 .19
L 6.36 3.21 6.23 0.00

l6
R
L

t7
R

L

t8
R

L

l9
R

t

20
R

L

orithm. meon
obsolute 5D
relative SD

5 .98
0.28
4.74

3.r8
0.45
14.23

2.80
o.37
13.30

6.03
0.36
5.93

1 .23
0.87
70.51

4.80
0.95
, |9.86

Toble 3: Hygienic hond wosh - test results (logorilhms ond reduclion focforsl
reference producl vs. fest product

tesl product: Dermonios Scrub Chlorhexidine 4 % somple number: P .|60318

reference: soft soop order number: A16175

SD slondord deviotion R righf L left
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Toble 4: Wilcoxon Motched-Poirs Signed-Ronks Tesl

Colculotion using SPSS 13.0:

Test Statistic$

A . R < P

b . R t P

c . R = P

a. Based on positive ranks.

b. Wilcoxon Signed Ranks Test

Ranks

N Mean Rank Sum of Ranks
R-P  Nega t t veRanKs

Positive Ranks
Ties
Total

154
gb

0c

1 5

8,00

,00

120,00

,00

R - P
Z
Asymp. Sig. (2tailed)
Exact Sig. (2{ailed)

Exact Sig. (1-tai led)

Point Probability

-3,4084

,001
,000
,000
,000

For the colculoted smoller sum of ronks (sum of positive ronks = 0.00), lhe p-volue wos determined with

p : 0.000 (l-toiled). As this volue does reoch ond foll below the required level of significonce of p - 0.01, P is

significontly more effective thon R.

Colculolion using the EN 1499 - Loyout:

Subiecl
log RF derived from
R P

Difference
R - P

Ronk of t
withoul siqn

)ifference
I with siqn

I 3.05 3.25 -0.20 I I
2 2.42 3.74 -1.32 4 -4

3 3.13 4.65 -1.52 6 -6

4 2.76 4.88 -2 .12 8 -8

5 3.34 6.43 -3.09 l 3 -13

6 2.43 3.84 -1.41 5 -5
7 2.62 5.21 -2.59 l t 1t
8 3.42 4.72 -1.30 3 -3
9 2.83 3.34 -0.51 2 -2
t0 3.03 s.33 -2.30 9 -9

il 2.21 4.67 -2.46 t0 -10
12 2.19 5.47 -3.28 t4 -14
l 3 2.85 4.71 -1 .86 7 -7

14 2.85 5.57 -2.72 12 -12
15 2.89 6.19 -3.30 l 5 -15

Sum of ronks [-l: 120.00
Sum of ronks [+l: 0.00

The tobuloted volue for the smoller sum of ronks for n = 15 in the Wilcoxon test is 19 of o significonce level of

P = 0.0.| in the directionol test. As the colculoted sum of ronks does reoch ond foll below this volue (sum of
ronks [+l = 0.00), P is significonlly more effective thon R.
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Legend:

x
x

RF
R
> 330
n.d.
E

overoge volue
overoge volue
reduction foctor
reduction foctor
not countoble
nol determined
self-inhibilion
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Laboratoires ANIOS
Pavé du moul in – 59260 Li l le-Hel lemmes
Tél.  +33 3 20 67 67 67 – Fax : + 33 3 20 67 67 68
S i r e t  N °  4 5 8 5 0 1 9 2 1  0 0 0 4 3  – S A  a u  c a p i t a l  d e  2 3 2 . 8 0 0  €

Version D du 04/11/2015

Sainghin en Mélantois, le 27 juin 2016

Sainghin en Mélantois, on the June 27 th 2016

Rapport d’essai : N° A 16 92 13727

Test report : N° A 16 92 13727

1. Objet de la demande (Study Number) n°  34173

Antiseptiques et désinfectants chimiques. Essai quantitatif de suspension pour l'évaluation 
de l’activité bactéricide de la formule 2173. Méthode d’essai et prescriptions (phase 2 - étape 
1) NF EN 13727 + A2 (Décembre 2015). Application aux désinfectants chimiques pour le 
lavage chirurgical des mains.

Indice de classement  T 72-175.
Méthode par dilution neutralisation.

Chemical antiseptics and disinfectants. Quantitative suspension test for the evaluation of the bactericidal activity 
of the formula 2173. Test method and prescriptions (phase 2 - step 1) according to NF EN 13727 + A2
(December 2015). Application to chemical disinfectants for the surgical handwash.
Classification index T 72-175.

Method by dilution neutralisation.

Ce rapport d’essai ne concerne que le produit (cité ci après) soumis à l’essai.
This trial report concerns only the product (quoted this later) subjected on approval

Ce document comporte 11 pages numérotées dont 1 annexe de 4 pages
This report is made of 11 numbered pages including 1 annex of 4 pages

La reproduction de ce rapport d’essai n’est autorisée que sous la forme de fac- similé 
photographique intégral. Seule la version électronique fait foi.

The reproduction of this trial report is authorized only under the shape of complete photographic reproduction
Only the electronic version is valid.
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Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34173 GB
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5.2. Méthode par dilution neutralisation (Method by dilution neutralisation) 4
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7. Conclusion (Conclusion) 6

8. Annexe - Données expérimentales ( Experimental Data ) 6
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Demande n° 34173
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34173 GB

3. Introduction (Introduction)

L’essai a été réalisé selon la méthode d’essai décrite dans la norme européenne EN 13727 + 
A2 « Désinfectants chimiques et antiseptiques- Essai quantitatif de suspension pour 
l’évaluation de l’activité bactéricide en médecine (phase 2 /Etape 1) » . 

Détermination de l’activité bactéricide dans les conditions de laboratoire définies par la 
présente norme européenne .

The test was realised according to the test method described in the European standard EN 13727 + A2
« Chemical disinfectants and antiseptics- Quantitative suspension test for the evaluation of bactericidal activity in 
the medical area».

Determination of the bactericidal activity in the laboratory conditions defined in the present European standard .

4. Identification de l’échantillon (Sample Identification)

Code formule
2173   

Code formula

Numéro d’identification de l’échantillon
3336 16 05 13727

Identification of the sample

Numéro de lot
U132.04

Batch number

Fabricant
Laboratoires ANIOS

Manufacturer

Date de réception au laboratoire Le 25/05/16

Receipt date at the laboratory On the 25/05/16

Conditions de stockage au laboratoire T° ambiante et obscurité

Storage conditions at the laboratory Room temperature and darkness

Substances actives
Digluconate de Chlorhexidine
(CAS : 18472-51-0) : 40mg/g

Chlorhexidine digluconate
(CAS : 18472-51-0) : 40mg/g

Activ substances

Période d’essai Du 31/05/16 au 17/06/16

Period of analysis From 31/05/16 to 17/06/16
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Demande n° 34173
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34173 GB

5. Méthode expérimentale (Experimental Method)

5.1.Conditions expérimentales (Experimental conditions)

Température de l’essai
20°C ± 1°C

Test temperature

Temps de contact
1 minute ± 5s

Contact Time

Diluant de la formule lors des essais Eau dure

Diluent of the formula used during the test Hard water

Apparence de la formule et de ses dilutions
Préparation physiquement homogène et 

stable pendant l’essai

Appearance formula dilutions
Preparation physically homogeneous and stable 

during test

Souches testées
o Escherichia coli K12 54117

o Pseudomonas aeruginosa CIP 103467

o Enterococcus hirae CIP 5855

o Staphylococcus aureus CIP 483  
Tested strains

Substance interférente
Albumine bovine à 3g/l + 3ml/l 

érythrocytes

Interfering substance 3 g/l BSA + 3ml/l erythrocytes  

Stabilité du mélange formule et substances 
interférentes

Absence de précipité pendant l’essai

Stability of the mixture (formula and interfering substance) Precipitate absent throughout the test

Température d'incubation 37°C ± 1°C

Incubation temperature 37°C ± 1°C

5.2.Méthode par dilution neutralisation (Method by dilution neutralisation)

Nature du neutralisant utilisé o Formule : F010

Nature of the neutralizer agent used o Formula : F010

Neutralisant ajouté au milieu de dénombrement ø

Neutralizer agent added to the counting medium ø
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Demande n° 34173
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34173 GB

6. Résultats (Results)

6.1.Essais de validation des conditions expérimentales (Validation tests)

Vérification de la méthodologie et validation de la méthode par dilution neutralisation pour la 
concentration d’essai de 50% de la formule 2173 soumise à l’essai.

Checking of the method and validation of the method by dilution neutralisation for the 50% test concentration of 
the formula 2173 to be tested.

Souches testées
Suspension 

d’essai

Inactivation par 
dilution 

neutralisation

Tested strains
Test 

suspension

Dilution 

neutralization 

control

N C

Escherichia coli 

K12 1,6.108 4,4.101

Pseudomonas 

aeruginosa 2,1.108 6,5.101

Enterococcus 

hirae 1,7.108 4,6.101

Staphylococcus 

aureus 1,7.108 5,2.1011,7.107 4,7.102 4,7.101 4,4.104 4,4.101 5,5.101

1,7.107 3,7.102 3,7.101 4,1.104 3,9.101 4,6.101

2,1.107 5,6.102 5,6.101 5,9.104 6,0.101 5,9.101

1,6.107 4,5.102 4,5.101 4,4.104 4,2.101 4,1.101

N 0 Nv Nv 0 NvB A B

Test suspension / 

10

Validation 

suspension

Validation 

suspension        / 

10

B Validation suspension
Experimental 

conditions control

Neutralizer toxicity 

control

Nombre de cellules viables (UFC/ml) (Number of viable cells(CFU/ml))

Suspension 
d’essai / 10

Suspension 
de validation

Suspension 
de validation / 

10

Suspension de 
validation B

Validation 
conditions 

expérimentales

Non toxicité du 
neutralisant

Pour les souches soumises à l’essai - For the tested strains.  

N est compris entre 1,5 x 108 UFC/ml et 5 x 108 UFC/ml

is comprised between 1.5 x 108 CFU/ml and 5 x 108 CFU/ml

N0 est compris entre 1,5 x 107 UFC/ml et 5 x 107 UFC/ml

is comprised between 1.5 x 107 CFU/ml and 5 x 107 CFU/ml

NV est compris entre 3 x 102 UFC/ml et 1.6 x 103 UFC/ml

is comprised between 3 x 102 CFU/ml and 1.6 x 103 CFU/ml

NV0 est compris entre 3 x 101 UFC/ml et 1.6 x 102 UFC/ml

is comprised between 3 x 101 CFU/ml and 1.6 x 102 CFU/ml

NvB est compris entre 3 x 104 UFC/ml et 1.6 x 105 UFC/ml

is comprised between 3 x 104 CFU/ml and 1.6 x 105 CFU/ml

B  est supérieur ou égal à 0,0005 x NVB

are higher or equal to 0,0005 x NVB

A,C  sont supérieurs ou égaux à 0,5 x NV0

are higher or equal to 0.5 x NV0

La neutralisation est validée avec la méthode par dilution neutralisation pour la concentration
d’essai de 50% de la formule 2173 et pour les souches soumises à l’essai.
The neutralization is validated with the method by dilution neutralisation for the 50% test concentration of the formula 2173 and for 
the tested strains.
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Demande n° 34173
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34173 GB

6.2.Essais d’activité bactéricide (Evaluation of bactericidal activity)

Staphylococcus 

aureus
1,4.10

3
<1,4.10

2
<1,4.10

2

Enterococcus 

hirae 4,1.10
3

<1,4.10
2

<1,4.10
2

<1,4.10
2Pseudomonas 

aeruginosa 8,4.10
2

<1,4.10
2

Escherichia coli 

K12
7,2.10

2
<1,4.10

2
<1,4.10

2

5 25 50

Tested strains
Number of the viable cells (CFU/ml) for the test mixture                                                                             

(Na) for the concentrations of : %(v/v)

Souches testées
Nombre de cellules viables (UFC/ml) pour le mélange d'essai (Na) pour les concentrations 

de : %(v/v)

Staphylococcus 

aureus
4,1 > 5,1 > 5,1 

Enterococcus 

hirae
3,6 > 5,1 > 5,1 

> 5,2 
Pseudomonas 

aeruginosa
4,4 > 5,2 

Escherichia coli 

K12
4,3 > 5,1 > 5,1 

5 25 50

Reduction of the number of viable cells at the test concentration.                                                        
R = Log N0  - Log Na

Réduction du nombre de cellule viables à la concentration d'essai.                                               

R = Log N0  - Log Na

7. Conclusion (Conclusion)

Selon la norme NF EN 13727 + A2 (Décembre 2015), la formule 2173, lorsqu'elle est diluée
à la concentration de 25,00 % (v/v) dans de l’eau dure , présente une activité bactéricide en 
1 minute de contact à 20°C en conditions de saleté , vis-à-vis des souches de référence
pour le lavage chirurgical des mains : Escherichia coli K12, Pseudomonas aeruginosa, 
Enterococcus hirae, Staphylococcus aureus.

According to the European standard NF EN 13727 + A2 ( December 2015), the formula 2173 ,when diluted at 

the concentration of 25,00% (v/v) in hard water, presents a bactericidal activity in a  1 minute contact time at 20°C

in dirty conditions against the referenced strains for the surgical handwash: Escherichia coli K12, 

Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus hirae, Staphylococcus aureus.

8. Annexe - Données expérimentales ( Experimental Data )
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Demande n° 34173
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34173 GB

Escherichia coli K12 - 1 minute

1 206
5 200
6

1 6

0 7 3336 16 05 13727 Ec k12 1' 15.06.16 VL Numéro d'identification: 1 450 NC 445 ### 42 41 44 ###

Numéro d'identification: Date :

1 154 A 1 1

171 B 1 1

3 333 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 348 D 1 2

0 1 ClassiqueModifiée

Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

348…………………. Oui

2 ……………….. 1 0 1 ### Oui

2……………………… 1 0 1 ### Oui
6……………………… 1 0 1 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 0 1 1 1 23 1 1 ### 2 Oui Oui

1,6E+08 1,6E+09 A La neutralisation est validée : Oui ### 22 ### ### ### ### 1

0 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

0 0 0,0E+00 0 0 XXX 0 XXX

Essai de validation : VL Essai : 0 0
0 XXX

140 666 140 ### 2 0 0
0 XXX

140 666 140 ### 247 42 1 1 89 89 2 47 40 1 1
1 2 69 74

## 143
### 72

78
XXX XXX 11 22 14 14

28 0
### 14

25
XXX XXX43 45 1 1 88 47 47 47 1 2 47

33 44 14 14
28 0

65 14 25 XXX
0

33 44 14 14
28 0

0 14 25 XXX
041 43 1 1 84 88 2 40 1 87 40

14 14
28 ###

### 14 XXX
0

14 14
28 ###

### 14 XXX
043 43 87

###
0

###
038 44 1 1 82 84 2 47 47

11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX 11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX41 41
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

0
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

047 40 1 1 87 82 2
14 14

28 ###
### 14 XXX

0
14 14

28 ###
### 14 XXX

038 38 2
###

0
###

0

à 50 %

0
c
n

0 0
2 1

Nv0= 4,5E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage des mains 2

3336 16 05 13727

3336 16 05 13727 15.06.16
Nv C

890
= 4,5E+02

Température : Inférieure à 40°C 2

A C
84

= 4,2E+01

Méthode utilisée : Classique
NvB C

88000
=

Dénombrement : 14 à 330 UFC par boite 2

Dilution -7 Dilution -6 Dilution -7
B C

82
=

4,4E+04 UFC/mL

UFC/mL

4,1E+01 UFC/mL

Escherichia coli K12 54117
154 17 154 17 2

87
= 4,4E+01 UFC/mL

Ec k12 Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures 2

162 15 162 15
C C

Souche Dilution -6

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.10
4

et 1,6.10
5 4,4E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1

et 1,6.10
2 4,5E+01

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 8 UFC/ml et 5.10 ^ 8 UFC/ml 1,6E+08

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 4,5E+02

5 < Q =
• dil - 6 / 2

< 15 =
158

=

Moyenne pondérée :
C

= 1,6E+08 UFC/ml

9,9 1
• dil - 7 / 2 16

Temps de contact : 1'

1,6E+07
4,2E+01 4,4E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 4,1E+01
N0=N/10=

Temps de contact : VL 1'

Nv : témoin suspension
47 47 Concentration produit % 5 25 50

42 42

Dénombrement à 20h/24h                              

de 14 à 330 UFC                    
par boîte

0 69 74 0

De 14 à 330 UFC par boite De 14 à 330 UFC par boite Volume pipeté de produit                    
pour fiole de 100 ml

10 ml de la
fiole à 50%

50 ml de la
fiole à 50%

62,5

A :
témoin des conditions 

expérimentales

41 41

0 0 0
NvB : témoin suspension B

43 43

-1 8 7
45 45

0 0 0

0

43 43

Dénombrement à 40h/48h                                    

de 14 à 330 UFC                        
par boîte

0 69 74 0

Non réalisé

0 0 0

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

38 38

44
0 0

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
47 47

Non réalisé

44
-1 8 7 0 0

< 1,4E+02 < 1,4E+02

40 40

Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution 7,2E+02

n

Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 7,2 2,1
n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
4,3 > 5,1 >

 Log Na = 2,9 2,1

Conforme

5,1
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS250J 
Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015

Réf : FS250J 

Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015
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Demande n° 34173
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34173 GB

Pseudomonas aeruginosa - 1 minute

1 206
5 200
6

1 6

0 7 3336 16 05 13727 Ps.aeru 1' 31.05.16 VL Numéro d'identification: 1 560 NC 560 ### 60 59 65 ###

Numéro d'identification: Date :

1 202 A 1 1

222 B 1 1

3 436 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 459 D 1 2

0 1 ClassiqueModifiée

Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

459…………………. Oui

2 ……………….. 1 0 1 ### Oui

2……………………… 1 0 1 ### Oui
6……………………… 1 0 1 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 0 1 1 1 28 1 1 ### 2 Oui Oui

2,1E+08 2,1E+09 A La neutralisation est validée : Oui ### 30 ### ### ### ### 1

0 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

0 0 0,0E+00 0 0 XXX 0 XXX

Essai de validation : VL Essai : 0 0
0 XXX

140 666 140 ### 2 0 0
0 XXX

140 666 140 ### 255 57 1 1 112 112 2 62 67 1 1
1 2 76 92

## 168
### 84

89
XXX XXX 11 22 14 14

28 0
### 14

25
XXX XXX59 58 1 1 117 55 55 62 1 2 62

33 44 14 14
28 0

76 14 25 XXX
0

33 44 14 14
28 0

0 14 25 XXX
058 61 1 1 119 117 2 67 1 129 67

14 14
28 ###

### 14 XXX
0

14 14
28 ###

### 14 XXX
059 59 129

###
0

###
054 63 1 1 117 119 2 62 62

11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX 11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX58 58
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

0
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

062 67 1 1 129 117 2
14 14

28 ###
### 14 XXX

0
14 14

28 ###
### 14 XXX

054 54 2
###

0
###

0

à 50 %

0
c
n

0 0
2 1Conforme

5,2
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
4,4 > 5,2 >

 Log Na = 2,9 2,1Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 7,3 2,1

< 1,4E+02 < 1,4E+02

67 67

Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution 8,4E+02

n

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

54 54

63
0 0

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
62 62

Non réalisé

63
-1 9 5 0 0

0

0

61 61

Dénombrement à 40h/48h                                    

de 14 à 330 UFC                        
par boîte

0 76 92 0

Non réalisé

0 0 0

10 ml de la
fiole à 50%

50 ml de la
fiole à 50%

62,5

A :
témoin des conditions 

expérimentales

58 58

0 0 0
NvB : témoin suspension B

59 59

-1 9 5
58 58

0 0

Nv : témoin suspension
55 55 Concentration produit % 5 25 50

57 57

Dénombrement à 20h/24h                              

de 14 à 330 UFC                    
par boîte

0 76 92 0

De 14 à 330 UFC par boite De 14 à 330 UFC par boite Volume pipeté de produit                    
pour fiole de 100 ml

9,7 1
• dil - 7 / 2 21,5

Temps de contact : 1'

2,1E+07
6,0E+01 6,5E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 5,9E+01
N0=N/10=

Temps de contact : VL 1'

5 < Q =
• dil - 6 / 2

< 15 =
208

=

Moyenne pondérée :
C

= 2,1E+08 UFC/ml

Souche Dilution -6

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.10
4

et 1,6.10
5 5,9E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1

et 1,6.10
2 5,6E+01

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 8 UFC/ml et 5.10 ^ 8 UFC/ml 2,1E+08

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 5,6E+02

UFC/mL
Ps.aeru Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures 2

214 23 214 23
C C

Pseudomonas aeruginosa CIP 
103467

202 20 202 20 2

129
= 6,5E+01

Dilution -7 Dilution -6 Dilution -7
B C

117
=

5,9E+04 UFC/mL

UFC/mL

5,9E+01 UFC/mL

Température : Inférieure à 40°C 2

A C
119

= 6,0E+01

Méthode utilisée : Classique
NvB C

117000
=

Dénombrement : 14 à 330 UFC par boite 2

Nv0= 5,6E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage des mains 2

3336 16 05 13727

3336 16 05 13727 31.05.16
Nv C

1120
= 5,6E+02

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS250J 
Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015

Réf : FS250J 

Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015
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Demande n° 34173
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34173 GB

Enterococcus hirae - 1 minute

1 206
5 200
6

1 6

0 7 3336 16 05 13727 Ent.hir 1' 31.05.16 VL Numéro d'identification: 1 370 NC 370 ### 39 46 46 ###

Numéro d'identification: Date :

1 171 A 1 1

191 B 1 1

3 353 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 370 D 1 2

0 1 ClassiqueModifiée

Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

370…………………. Oui

2 ……………….. 1 0 1 ### Oui

2……………………… 1 0 1 ### Oui
6……………………… 1 0 1 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 0 1 1 1 19 1 1 ### 2 Oui Oui

1,7E+08 1,7E+09 A La neutralisation est validée : Oui ### 21 ### ### ### ### 1

0 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

0 0 0,0E+00 0 0 XXX 0 XXX

Essai de validation : VL Essai : 0 0
0 XXX

140 666 140 ### 2 0 0
0 XXX

140 666 140 ### 238 36 1 1 74 74 2 48 43 1 1
0 0 330 330

## 0
### 330

337
XXX XXX 11 22 14 14

28 0
### 14

25
XXX XXX43 39 1 1 82 38 38 48 1 2 48

3 4 38 44
82 82

37 41 50 XXX
0

33 44 14 14
28 0

0 14 25 XXX
036 41 1 1 77 82 2 43 1 91 43

14 14
28 ###

### 14 XXX
0

14 14
28 ###

### 14 XXX
043 43 91

###
0

###
045 47 1 1 92 77 2 48 48

11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX 11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX36 36
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

0
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

048 43 1 1 91 92 2
14 14

28 ###
### 14 XXX

0
14 14

28 ###
### 14 XXX

045 45 2
###

0
###

0

à 50 %

0
c
n

0 0
2 1

Nv0= 3,7E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage des mains 2

3336 16 05 13727

3336 16 05 13727 31.05.16
Nv C

740
= 3,7E+02

4,1E+04 UFC/mL

UFC/mL

4,6E+01 UFC/mL

Température : Inférieure à 40°C 2

A C
77

= 3,9E+01

Méthode utilisée : Classique
NvB C

82000
=

Dénombrement : 14 à 330 UFC par boite 2

UFC/mL
Ent.hir Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures 2

162 17 162 17
C C

Enterococcus hirae CIP 5855
171 20 171 20 2

91
= 4,6E+01

B C
92

=
Souche Dilution -6

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.10
4

et 1,6.10
5 4,1E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1

et 1,6.10
2 3,7E+01

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 8 UFC/ml et 5.10 ^ 8 UFC/ml 1,7E+08

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 3,7E+02

Dilution -7 Dilution -6 Dilution -7

5 < Q =
• dil - 6 / 2

< 15 =
166,5

=

Moyenne pondérée :
C

= 1,7E+08 UFC/ml

9,0 1
• dil - 7 / 2 18,5

Temps de contact : 1'

1,7E+07
3,9E+01 4,6E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 4,6E+01
N0=N/10=

Temps de contact : VL 1'

Nv : témoin suspension
38 38 Concentration produit % 5 25 50

36 36

Dénombrement à 20h/24h                              

de 14 à 330 UFC                    
par boîte

0 + + 0

De 14 à 330 UFC par boite De 14 à 330 UFC par boite Volume pipeté de produit                    
pour fiole de 100 ml

10 ml de la
fiole à 50%

50 ml de la
fiole à 50%

62,5

A :
témoin des conditions 

expérimentales

36 36

0 0 0
NvB : témoin suspension B

43 43

-1 38 44
39 39

0 0 0

0

41 41

Dénombrement à 40h/48h                                    

de 14 à 330 UFC                        
par boîte

0 + + 0

Non réalisé

0 0 0

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

45 45

47
0 0

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
48 48

Non réalisé

47
-1 38 44 0 0

< 1,4E+02 < 1,4E+02

43 43

Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution 4,1E+03

n

Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 7,2 2,1
n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
3,6 > 5,1 >

 Log Na = 3,6 2,1

Conforme

5,1
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS250J 
Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015

Réf : FS250J 

Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015
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Demande n° 34173
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34173 GB

Staphylococcus aureus - 1 minute

1 206
5 200
6

1 6

0 7 3336 16 05 13727 St.aure 1' 31.05.16 VL Numéro d'identification: 1 470 NC 470 ### 44 55 52 ###

Numéro d'identification: Date :

1 163 A 1 1

177 B 1 1

3 362 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 379 D 1 2

0 1 ClassiqueModifiée

Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

379…………………. Oui

2 ……………….. 1 0 1 ### Oui

2……………………… 1 0 1 ### Oui
6……………………… 1 0 1 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 0 1 1 1 24 1 1 ### 2 Oui Oui

1,7E+08 1,7E+09 A La neutralisation est validée : Oui ### 22 ### ### ### ### 1

0 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

0 0 0,0E+00 0 0 XXX 0 XXX

Essai de validation : VL Essai : 0 0
0 XXX

140 666 140 ### 2 0 0
0 XXX

140 666 140 ### 245 49 1 1 94 94 2 50 54 1 1
1 2 145 134

## 279
### 140

140
XXX XXX 11 22 14 14

28 0
### 14

25
XXX XXX46 41 1 1 87 45 45 50 1 2 50

33 44 14 14
28 0

127 14 25 XXX
0

33 44 14 14
28 0

0 14 25 XXX
042 45 1 1 87 87 2 54 1 104 54

14 14
28 ###

### 14 XXX
0

14 14
28 ###

### 14 XXX
046 46 104

###
0

###
056 53 1 1 109 87 2 50 50

11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX 11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX42 42
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

0
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

050 54 1 1 104 109 2
14 14

28 ###
### 14 XXX

0
14 14

28 ###
### 14 XXX

056 56 2
###

0
###

0

à 50 %

0
c
n

0 0
2 1Conforme

5,1
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
4,1 > 5,1 >

 Log Na = 3,1 2,1Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 7,2 2,1

< 1,4E+02 < 1,4E+02

54 54

Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution 1,4E+03

n

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

56 56

53
0 0

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
50 50

Non réalisé

53
-1 12 11 0 0

0

0

45 45

Dénombrement à 40h/48h                                    

de 14 à 330 UFC                        
par boîte

0 145 134 0

Non réalisé

0 0 0

10 ml de la
fiole à 50%

50 ml de la
fiole à 50%

62,5

A :
témoin des conditions 

expérimentales

42 42

0 0 0
NvB : témoin suspension B

46 46

-1 12 11
41 41

0 0

Nv : témoin suspension
45 45 Concentration produit % 5 25 50

49 49

Dénombrement à 20h/24h                              

de 14 à 330 UFC                    
par boîte

0 145 134 0

De 14 à 330 UFC par boite De 14 à 330 UFC par boite Volume pipeté de produit                    
pour fiole de 100 ml

Temps de contact : 1'

1,7E+07
4,4E+01 5,2E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 5,5E+01
N0=N/10=

Temps de contact : VL 1'

Dilution -6 Dilution -7

5 < Q =
• dil - 6 / 2

< 15 =
174

=

Moyenne pondérée :
C

= 1,7E+08 UFC/ml

11,2 1
• dil - 7 / 2 15,5

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.10
4

et 1,6.10
5 4,4E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1

et 1,6.10
2 4,7E+01

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 8 UFC/ml et 5.10 ^ 8 UFC/ml 1,7E+08

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 4,7E+02

UFC/mL
St.aure Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures 2

185 17 185 17
C C

Staphylococcus aureus CIP 483
163 14 163 14 2

104
= 5,2E+01

B C
109

=

4,4E+04 UFC/mL

UFC/mL

5,5E+01 UFC/mL

Température : Inférieure à 40°C 2

A C
87

= 4,4E+01

Méthode utilisée : Classique
NvB C

87000
=

Dénombrement : 14 à 330 UFC par boite 2

Souche Dilution -6 Dilution -7

Nv0= 4,7E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage des mains 2

3336 16 05 13727

3336 16 05 13727 31.05.16
Nv C

940
= 4,7E+02

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS250J 
Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015

Réf : FS250J 

Date : 17/12/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015
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Laboratoires ANIOS
Pavé du moul in – 59260 Li l le-Hel lemmes
Tél.  +33 3 20 67 67 67 – Fax : + 33 3 20 67 67 68
S i r e t  N °  4 5 8 5 0 1 9 2 1  0 0 0 4 3  – S A  a u  c a p i t a l  d e  2 3 2 . 8 0 0  €

Version E du 04/11/2015

Sainghin en Mélantois, le 27 juin 2016

Sainghin en Mélantois, on the June 27 th 2016

Rapport d’essai : N° A 16 90 13624

Test report : N° A 16 90 13624

1. Objet de la demande (Study Number) n°  34171

Antiseptiques et désinfectants chimiques. Essai quantitatif de suspension pour l'évaluation 
de l’activité levuricide de la formule 2173. Méthode d’essai et prescriptions (phase 2 - étape 
1) NF EN 13624 (Novembre 2013). Application aux désinfectants chimiques pour le lavage 
chirurgical des mains.
Indice de classement  T 72-600.
Méthode par dilution neutralisation.

Chemical antiseptics and disinfectants. Quantitative suspension test for the evaluation of the yeasticidal activity of 
the formula 2173. Test method and prescriptions (phase 2 - step 1) according to NF EN 13624 (November 2013). 
Application to chemical disinfectants for the surgical handwash.
Classification index T 72-600.

Method by dilution neutralisation.

Ce rapport d’essai ne concerne que le produit (cité ci après) soumis à l’essai.
This trial report concerns only the product (quoted this later) subjected on approval

Ce document comporte 8 pages numérotées dont 1 annexe de 1 page
This report is made of 8 numbered pages including 1 annex of 1 page

La reproduction de ce rapport d’essai n’est autorisée que sous la forme de fac- similé 
photographique intégral. Seule la version électronique fait foi.

The reproduction of this trial report is authorized only under the shape of complete photographic reproduction
Only the electronic version is valid.
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Demande n° 34171
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34171 GB

2. Sommaire (Summary)

1. Objet de la demande (Study Number) n°  34171 1

2. Sommaire (Summary) 2

3. Introduction (Introduction) 3

4. Identification de l’échantillon (Sample Identification) 3

5. Méthode expérimentale (Experimental Method) 4

5.1. Conditions expérimentales (Experimental conditions) 4
5.2. Méthode par dilution neutralisation (Method by dilution neutralisation) 4

6. Résultats (Results) 5

6.1. Essais de validation des conditions expérimentales (Validation tests) 5
6.2. Essais d’activité levuricide (Evaluation of yeasticidal activity) 6

7. Conclusion (Conclusion) 6

8. Annexe - Données expérimentales ( Experimental Data ) 7
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Demande n° 34171
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34171 GB

3. Introduction (Introduction)

L’essai a été réalisé selon la méthode d’essai décrite dans la norme européenne EN 13624 
« Désinfectants chimiques et antiseptiques- Essai quantitatif de suspension pour l’évaluation 
de l’activité fongicide en médecine (phase 2 /Etape 1) » . 

Détermination de l’activité levuricide dans les conditions de laboratoire définies par la 
présente norme européenne .

The test was realised according to the test method described in the European standard EN 13624 « Chemical 
disinfectants and antiseptics- Quantitative suspension test for the evaluation of fungicidal in the medical area».

Determination of the yeasticidal activity in the laboratory conditions defined in the present European standard .

4. Identification de l’échantillon (Sample Identification)

Code formule
2173  

Code formula

Numéro d’identification de l’échantillon
3236 16 05 13624

Identification of the sample

Numéro de lot
U132.04

Batch number

Fabricant
Laboratoires ANIOS

Manufacturer

Date de réception au laboratoire Le 25/05/16

Receipt date at the laboratory On the 25/05/16

Conditions de stockage au laboratoire T° ambiante et obscurité

Storage conditions at the laboratory Room temperature and darkness

Substances actives
Digluconate de Chlorhexidine
(CAS : 18472-51-0) : 40mg/g

Chlorhexidine digluconate
(CAS : 18472-51-0) : 40mg/gActiv substances

Période d’essai Du 25/05/16 au 27/05/16

Period of analysis From 25/05/16 to 27/05/16
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Demande n° 34171
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34171 GB

5. Méthode expérimentale (Experimental Method)

5.1.Conditions expérimentales (Experimental conditions)

Température de l’essai
20°C ± 1°C

Test temperature

Temps de contact
2 minutes ± 10s

Contact Time

Diluant de la formule lors des essais Eau dure

Diluent of the formula used during the test Hard water

Apparence de la formule et de ses dilutions
Préparation physiquement homogène et 

stable pendant l’essai

Appearance formula dilutions
Preparation physically homogeneous and stable 

during test

Souche testée
o Candida albicans DSM 1386  

Tested strain

Pourcentage de spores échinulées Non concerné

Spiny spores percentage JjjjjjjNot concerned

Substance interférente
Albumine bovine à 3g/l + 3ml/l 

érythrocytes

Interfering substance 3 g/l BSA + 3ml/l erythrocytes  

Stabilité du mélange formule et substances 
interférentes

Absence de précipité pendant l’essai

Stability of the mixture (formula and interfering substance) Precipitate absent throughout the test

Température d'incubation 30°C ± 1°C

Incubation temperature 30°C ± 1°C

5.2.Méthode par dilution neutralisation (Method by dilution neutralisation)

Nature du neutralisant utilisé o Formule : F010

Nature of the neutralizer agent used o Formula : F010

Neutralisant ajouté au milieu de dénombrement 10%

Neutralizer agent added to the counting medium 10%
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Demande n° 34171
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 34171 GB

6. Résultats (Results)

6.1.Essais de validation des conditions expérimentales (Validation tests)

Vérification de la méthodologie et validation de la méthode par dilution neutralisation pour la 
concentration d’essai de 50% de la formule 2173 soumise à l’essai.

Checking of the method and validation of the method by dilution neutralisation for the 50% test concentration of 
the formula 2173 to be tested.

Souche testée
Suspension 

d’essai

Inactivation par 
dilution 

neutralisation

Tested strain
Test 

suspension

Dilution 

neutralization 

control

N C

Candida albicans 1,5.107 4,0.1011,5.106 3,2.102 3,2.101 3,7.104 3,3.101 3,7.101

N 0 Nv Nv 0 NvB A B

Test suspension / 

10

Validation 

suspension

Validation 

suspension        / 

10

Validation suspension B 
Experimental 

conditions control

Neutralizer toxicity 

control

Nombre de cellules viables (UFC/ml) (Number of viable cells(CFU/ml))

Suspension 
d’essai / 10

Suspension 
de validation

Suspension 
de validation / 

10

Suspension de 
validation B

Validation 
conditions 

expérimentales

Non toxicité du 
neutralisant

Pour la souche soumise à l’essai - For the tested strain.  

N est compris entre 1,5 x 107 UFC/ml et 5 x 107 UFC/ml

is comprised between 1.5 x 107 CFU/ml and 5 x 107 CFU/ml

N0 est compris entre 1,5 x 106 UFC/ml et 5 x 106 UFC/ml

is comprised between 1.5 x 106 CFU/ml and 5 x 106 CFU/ml

NV est compris entre 3 x 102 UFC/ml et 1.6 x 103 UFC/ml

is comprised between 3 x 102 CFU/ml and 1.6 x 103 CFU/ml

NV0 est compris entre 3 x 101 UFC/ml et 1.6 x 102 UFC/ml

is comprised between 3 x 101 CFU/ml and 1.6 x 102 CFU/ml

NvB est compris entre 3 x 104 UFC/ml et 1.6 x 105 UFC/ml

is comprised between 3 x 104 CFU/ml and 1.6 x 105 CFU/ml

B  est supérieur ou égal à 0,0005 x NVB

are higher or equal to 0,0005 x NVB

A,C  sont supérieurs ou égaux à 0,5 x NV0

are higher or equal to 0.5 x NV0

La neutralisation est validée avec la méthode par dilution neutralisation pour la concentration
d’essai de 50% de la formule 2173 et pour la souche soumise à l’essai.

The neutralization is validated with the method by dilution neutralisation for the 50% test concentration of the formula 2173 and for 
the tested strain.
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6.2.Essais d’activité levuricide (Evaluation of yeasticidal activity)

<1,4.10
2Candida albicans >3,3.10

5
1,2.10

3

5 25 50

Tested strain
Number of the viable cells (CFU/ml) for the test mixture                                                                             

(Na) for the concentrations of : %(v/v)

Souche testée
Nombre de cellules viables (UFC/ml) pour le mélange d'essai (Na) pour les concentrations 

de : %(v/v)

> 4,1 Candida albicans < 0,7 3,1 

25 505

Reduction of the number of viable cells at the test concentration.                                                        
R = Log N0  - Log Na

Réduction du nombre de cellule viables à la concentration d'essai.                                               

R = Log N0  - Log Na

7. Conclusion (Conclusion)

Selon la norme NF EN 13624 (novembre 2013), la formule 2173, lorsqu'elle est diluée à la 

concentration de 50,00 % (v/v) dans de l’eau dure, présente une activité levuricide en 

2 minutes de contact à 20°C en conditions de saleté , vis-à-vis de la souche de 

référence pour le lavage chirurgical des mains : Candida albicans.

According to  the European standard NF EN 13624 (november 2013), the formula 2173 ,when diluted at the 

concentration of 50,00% (v/v) in hard water, presents a yeasticidal activity  in a  2 minute contact time at 20°C in 

dirty conditions against the referenced strain for the surgical handwash : Candida albicans.
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8. Annexe - Données expérimentales ( Experimental Data )

Candida albicans - 2 minutes

1 20600 206 151,5
5 200 100 14,5
6

1 5 2

0 6 3236 16 05 13624 C.alb 2' 25.05.16 VD Numéro d'identification: 640 1 320 NC 320 ### 33 37 40 ### 2 ##

Numéro d'identification: Date :

1 118 A 1 1

1 133 B 1 1

3 318 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 332 D 1 2

1 1 ClassiqueModifiée

332 147 Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

332…………………. Oui

2 ……………….. 0 0 0 ### Oui

2……………………… 0 0 0 ### Oui
5……………………… 0 0 0 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 1 0 1 1 16 1 1 ### 2 Oui Oui

330 10,4483 1,5E+07 1,5E+08 660 A La neutralisation est validée : Oui ### 19 ### ### ### ### 1

1 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

0 0 0,0E+00 0 0 XXX 0 XXX

Essai de validation : VD Essai :
0 1000 0 #### XXX ### 666 140 0 0 201 0 0 0 ### 140 666 140 0 231 33 1 1 64 64 2 37 42 1 1
0 0 330 330 ## 0 Erreur330 600 XXX XXX 1 2 120 122 242 242Erreur121 123 XXXXXX37 36 1 1 73 31 31 37 1 2 37
0 0 330 330 ## 0 0 330 600 XXX 1 33 44 14 14 28 0 110 14 25 XXX 025 41 1 1 66 73 2 42 1 79 42
0 0 330 330 ## 0 0 330 XXX 0 55 66 14 14 28 0 0 14 XXX 137 37 79

### 0 ### 034 39 1 1 73 66 2 37 37
11 22 14 14 28 0 Erreur 14 25 XXX XXX 11 22 14 14 28 0 ### 14 25 XXXXXX25 25
33 44 14 14 28 0 0 14 25 XXX 0 33 44 14 14 28 0 0 14 25 XXX 037 42 1 1 79 73 2
55 66 14 14 28 0 0 14 140 0 14 14 28 ### ### 14 XXX 034 34 2

### 0 ### 0

à 50 %

0
c
n

231 0 0
2 1Conforme

4,1
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
< 0,7 3,1 >

 Log Na = 5,5 3,1Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 6,2 2,1

1,2E+03 < 1,4E+02

42 42

Lecture intermédiaire 20 à 24 heures Lecture 42 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution > 3,3E+05

+ 0 0 0 0

n

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

34 34

39
0 0

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
37 37

-2 +

39
-1 + + 10 12

0

0

41 41

Lecture 42 à 48 heures 
de 14 à 330 UFC par 

boîte

0 + + 120

-2 + + 0 0 0

122 0 0

6,25 31,25 62,5

A :
témoin des conditions 

expérimentales

25 25

10 12 0

0

NvB : témoin suspension B
37 37

-1 + +
36 36

120 122

Nv : témoin suspension
31 31 Concentration produit % 5 25 50

33 33

Lecture intermédiaire 20 
à 24 heures de 14 à 330 

UFC par boîte

0 + + 0

14 à 330 UFC/boite 14 à 330 UFC/boite Volume pipeté de produit                    
pour fiole de 100 ml

10,4 1
• dil - 6 / 2 14,5

Temps de contact : 2'

1,5E+06
3,3E+01 4,0E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 3,7E+01
N0=N/10=

Temps de contact : VD 2'

5 < Q =
• dil - 5 / 2

< 15 =
151,5

=

Moyenne pondérée :
C

= 1,5E+07 UFC/ml

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.10
4

et 1,6.10
5 3,7E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1

et 1,6.10
2 3,2E+01

0

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 7 UFC/ml et 5.10 ^ 7 UFC/ml 1,5E+07

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 3,2E+02

2

152
= 4,0E+01 UFC/mL

C.alb Lecture intermédiaire 20 à 24 heures Lecture 42 à 48 heures 2

14 185 14
C C

79

A C
66

= 3,3E+01 UFC/mL
Dénombrement : 14 à 330 UFC/boite 2

Souche Dilution -5 Dilution -6 Dilution -5 Dilution -6
B C

73
= 3,7E+01 UFC/mL

Candida albicans DSM 1386
148 15 118 15

Méthode utilisée : Classique
NvB C

73000
=

Nv0= 3,2E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage des mains 2

3,7E+04 UFC/mL
2

3236 16 05 13624

3236 16 05 13624 25.05.16
Nv C

640
= 3,2E+02

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS311E 

Date : 12/10/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME EN 13624 méthode par 

dilution-neutralisation Novembre 2013

Réf : FS311E 
Date : 12/10/15

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME EN 13624 méthode par 

dilution-neutralisation Novembre 2013
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I- Introduction / Introduction 
  
  A la demande de la société ANIOS, le désinfectant DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% a été évalué pour ses propriétés inactivatrices vis-à-vis du Virus de 
l’Immunodéficience Humaine de type 1 (VIH1). L'essai a été effectué selon la norme NF 
EN 14476 : Antiseptiques et désinfectants chimiques – Essai quantitatif de suspension 
pour l’évaluation de l’activité virucide dans le domaine médical – Méthode d’essai et 
prescriptions (Phase 2/ Etape 1) – Septembre 2013. 

 

  As requested by the ANIOS Society, the DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% disinfectant 
was evaluated for its virucidal inactivating properties against Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV1). 
The testing was carried out in accordance with the standard of NF EN 14476: Chemical disinfectants and 
antiseptics – Quantitative suspension test for the evaluation of virucidal activity in the medical area - Test 
method and requirements (Phase 2/ Step 1) – September 2013. 

 
II- Identification du produit / Identification of sample 
 
 - Nom du produit / Name of the product : DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 

 - Fabricant / Manufacturer : Laboratoires ANIOS 

 - N° de lot – N° de formule / Lot N° - Formula N° : R02109 

 - Date de réception / Date of receipt : 04/2014 

 - Application / Use : Nettoyage et désinfection des mains / Washing and disinfection of hands  

 - Aspect du produit / Appearance of product : Liquide limpide et rose / Clear and pink liquid 

 - pH du produit / pH Value : Non Dilué (20°C) pH=5,40 / Undiluted (20°C) pH=5.40 

 - Conditions de stockage / Conditions of storage : Température ambiante, à l’abri de la 
lumière / Room temperature in the dark 
 
III- Conditions expérimentales / Experimental conditions 
 
 - Période d’essai / Period of analysis : du 14/04/14 au 03/06/14 / Through 14/04/14 to 03/06/14 

 - Température d’essai / Test temperature : 20°C +/- 1°C 

 - Concentrations en produit testées / Concentration of test product : 80%, 50%, 5% et / and 
0.1%  

 - Temps de contact / Contact times : 30 secondes / seconds, 1.5 et / and 3 minutes  

 - Diluant du produit / Diluent of product : Eau pour préparation injectable / Water for injection 

 - Substances interférentes / Interfering substances : Solution de sérum albumine bovine 
sérique (SAB) et hématies de mouton à la concentration finale dans l’essai de 3 g de SAB 
et 3 ml d’hématies de mouton par litre / Bovine serum albumin (BSA) and sheep erythrocytes at final 
concentration of 3 g of BSA and 3 ml of sheep erythrocytes per liter in test 

 - Méthode pour stopper l’activité du produit / Procedure to inactivate the product : Gel filtration 
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IV- Matériel et Méthodes / Material and methods 
 
 1- Matériel / Material 
 

a) Virus / Virus 
 

  La souche HTLVIII du Virus de l’Immunodéficience Humaine de type 1 (VIH1) a été 
fournie par l’Institut Pasteur de Lille, France. Le titre infectieux du surnageant évalué par 
mesure de l’infectivité pour la lignée continue MT4 est de 107,50 DICT50/ml après 2 
semaines de culture. 

 

  The HTLVIII strain of the Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV1) was obtained from the Pasteur 
Institute of Lille, France. The infectious titer of the supernatant evaluated by measuring the infectivity to the 
MT4 cell line is 107.50 TCID50/ml after 2 weeks of culture. 

 
  b) Lignée cellulaire / Cell line 
 
  La lignée de lymphocytes T humains MT4 utilisée avec le Virus de 
l’Immunodéficience Humaine a été fournie par le Laboratoire de Virologie du CERVI, 
Hôpital Pitié-Salpêtrière, Paris, France (Pr Henri Agut). 

 

  The human T lymphocytes MT4 cell line used with The Human Immunodeficiency Virus was obtained 
from the Laboratory of Virology of CERVI, Pitie-Salpetriere hospital, Paris, France (Pr Henri Agut). 

 
 2- Méthodes d’essai / Methods 
 

a) Détermination de la concentration subcytotoxique du produit / Determination of 
cytotoxicity of the product 

 
  Les solutions d’essai du produit additionnées de 1/10ème de la substance 
interférente et de 1/10ème d’eau pour préparation injectable sont diluées de 10-1 à 10-5 dans 
du milieu de culture glacé. 0,1 ml de chaque dilution est distribué dans 4 puits d’une 
plaque 96 puits de microtitration contenant 0,1 ml de cellules MT4. La plaque de 
microtitration est incubée à 37°C en présence de 5%  de CO2 et l’effet subcytotoxique est 
apprécié après 7 jours de culture. 
 
  For determination of cytotoxicity of the disinfectant solutions, 8 parts by volume of solutions of 
disinfectant mixed with 1 part of interfering substance and 1 part by volume of water for injection were diluted 
from 10-1 to 10-5 with ice-cold culture medium. 0.1 ml of each dilution was transferred, into 4 wells of a 96 wells 
microtitre plate with 0.1 ml of MT4 cells. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-atmosphere 
and the cytotoxic effect was read after incubation during 7 days. 

 
b) Elimination de la cytotoxicité du produit / Elimination of cytotoxicity 

 
  0,1ml des solutions d’essai du produit additionnées de 1/10ème de la substance 
interférente et de 1/10ème d’eau pour préparation injectable, sont filtrées sur colonne 
Microspin S-400 HR (GE Healthcare). Les filtrats sont ensuite dilués de 10-1 à 10-3 dans du 
milieu de culture glacé. 0,1 ml de chaque dilution est distribué dans 4 puits d’une plaque 
96 puits de microtitration contenant 0,1 ml de cellules MT4. La plaque de microtitration est 
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incubée à 37°C en présence de 5% de CO 2 et l’effet subcytotoxique est apprécié après 7 
jours de culture. 

 

  For elimination of cytotoxicity of the disinfectant solutions, 0.1 ml of 8 parts by volume of solutions of 
disinfectant mixed with 1 part of interfering substance and 1 part by volume of water for injection, were filtrated 
on Microspin S-400 HR column (GE Healthcare). Then filtrates were diluted from 10-1 to 10-3 with ice-cold 
culture medium. 0.1 ml of each dilution was transferred, into 4 wells of a 96 wells microtitre plate with 0.1 ml of 
MT4 cells. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-atmosphere and the cytotoxic effect was read 
after incubation during 7 days. 

 
c) Sensibilité des cellules au virus / Cell sensitivity to virus 
 

  Un titrage comparatif du virus est réalisé sur les cellules traitées ou non par le 
désinfectant afin de tester la réduction de sensibilité des cellules au virus en présence du 
produit. 5 ml de la plus basse dilution en milieu de culture apparemment non cytotoxique 
du désinfectant ou de PBS dilué en milieu de culture sont mélangés avec 5 ml de cellules 
MT4. Après 1 h à 37°C en présence de 5% de CO 2, les cellules sont centrifugées, reprises 
dans du milieu de culture, et distribuées en plaque 24 puits pour culture cellulaire. Puis 0,1 
ml de virus dilués de 10-2 à 10-8 dans du milieu de culture, est distribué en triplicat en 
parallèle sur les cellules traitées ou non traitées. La culture est maintenue à 37°C en 
présence de 5% de CO2 par passage pendant environ 2 semaines. L’apparition d’un effet 
cytopathogène (ECP) caractéristique est évaluée régulièrement par lecture au 
microscope. En fin de culture, un lysat cellulaire est effectué par addition de tampon Tris-
EDTA contenant 0,1% de Triton X100 et la présence de la protéine P24 spécifique du 
virus VIH1 dans les cellules est mise en évidence à l’aide d’un test immunoenzymatique 
(trousse INNOTEST HIV Antigen mAb, INNOGENETICS). 

 
A comparative virus titration is performed on cells that have or have not been treated with the 

disinfectant to check the reduction of the cells sensitivity to the virus. 5 ml of the lowest apparently non-
cytotoxic dilution of the disinfectant in culture medium or of PBS diluted in culture medium are diluted with 5 ml 
of MT4 cells. After 1 h at 37°C in a 5% CO2-atmosphere, the cells are centrifuged, resuspended in culture 
medium and distributed in 24 wells plates for cellular culture. Then 0.1 ml of virus diluted from 10-2 to 10-2 with 
culture medium was added in triplicate on treated or untreated cells in parallel. The culture is maintained at 
37°C in a 5% CO2-atmosphere by passage during approximately 2 weeks. The appearance of a characteristic 
cytopathogenic effect (ECP) is evaluated regularly by reading the plates under the microscope. At the end of 
the culture, a cellular lysate is carried out by addition of Tris-EDTA buffer containing 0,1% of Triton X100 and 
the presence of intracellular HIV1 P24 protein is highlighted thanks to an immunoassay (kit INNOTEST HIV 
Antigen mAb, INNOGENETICS). 

 
d) Mesure de l’activité virucide du produit / Determination of virucidal activity 

 
  Les essais de virucidie du produit consistent à mettre en contact 1 volume de 
suspension de virus avec 1 volume de substance interférente et 8 volumes de la solution 
d’essai. Après différents temps de contact à une température de 20°C +/- 1°C, un aliquot 
de mélange est prélevé et filtré sur colonne Microspin S-400 HR. La présence de virus 
résiduel dans le filtrat est évaluée en déposant 0,1ml de solution en triplicat sur des 
cellules MT4 distribuées en plaque 24 puits pour culture cellulaire. Les cellules sont 
cultivées à 37°C en présence de 5% de CO 2 pendant environ 2 semaines. L’apparition 
d’un effet cytopathogène (ECP) caractéristique est évaluée régulièrement par lecture au 
microscope. En fin de culture, un lysat cellulaire est effectué par addition de tampon Tris-
EDTA contenant 0,1% de Triton X100 et la présence de la protéine P24 spécifique du 
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virus VIH1 dans les cellules est mise en évidence à l’aide d’un test immunoenzymatique 
(trousse INNOTEST HIV Antigen mAb, INNOGENETICS). 

 To test the virucidal activity of the product 1 part by volume of virus was incubated at 20°C +/- 1°C 
with 1 part by volume of interfering substances and 8 parts by volume of the solution of disinfectant. After 
different times of contact, an aliquot of mixture was taken and filtered on Microspin S-400 HR column. The 
presence of residual virus in the filtrate is evaluated by depositing 0,1ml of solution in triplicat on MT4 cells 
distributed in 24 wells plate for cellular culture. The culture is maintained at 37°C in a 5% CO2-atmosphere by 
passage during approximately 2 weeks. The appearance of a characteristic cytopathogenic effect (ECP) is 
evaluated regularly by reading the plates under the microscope. At the end of the culture, a cellular lysate is 
carried out by addition of Tris-EDTA buffer containing 0,1% of Triton X100 and the presence of intracellular 
HIV1 P24 protein is highlighted thanks to an immunoassay (kit INNOTEST HIV Antigen mAb, 
INNOGENETICS). 

 

e) Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 
suppression of disinfectant activity 

 
  Huit Volumes des solutions d’essai du produit sont additionnés à 1 volume de milieu 
de culture et 1 volume de substance interférente. Immédiatement après la préparation du 
mélange, au temps 0, 0,1ml du mélange sont filtrées sur colonne Microspin S-400 HR. Les 
filtrats additionnés de 1/10ème de virus sont ensuite incubés pendant 30 min dans un bain 
de glace fondante. Puis 0,1 ml de virus dilués de 10-2 à 10-8 dans du milieu de culture, est 
distribué en triplicat en parallèle sur les cellules traitées ou non traitées. La culture est 
maintenue à 37°C en présence de 5% de CO 2 par passage pendant environ 2 semaines. 
L’apparition d’un effet cytopathogène (ECP) caractéristique est évaluée régulièrement par 
lecture au microscope. En fin de culture, un lysat cellulaire est effectué par addition de 
tampon Tris-EDTA contenant 0,1% de Triton X100 et la présence de la protéine P24 
spécifique du virus VIH1 dans les cellules est mise en évidence à l’aide d’un test 
immunoenzymatique (trousse INNOTEST HIV Antigen mAb, INNOGENETICS). 
 

  Eight parts by volume of solutions of disinfectant are mixed with 1 part by volume of interfering 
substances and 1 part by volume of culture medium. Immediately after preparation of the mixture, at time 0, 
0.1ml of the mixtures are filtered on Microspin S-400 HR column. Then nine parts by volume of the filtrates are 
mixed with one part by volume of virus and the mixtures are leaved in an ice bath for 30 min. Then 0.1 ml of 
virus diluted from 10-2 to 10-2 with culture medium was added in triplicate on treated or untreated cells in 
parallel. The culture is maintained at 37°C in a 5% CO2-atmosphere by passage during approximately 2 
weeks. The appearance of a characteristic cytopathogenic effect (ECP) is evaluated regularly by reading the 
plates under the microscope. At the end of the culture, a cellular lysate is carried out by addition of Tris-EDTA 
buffer containing 0,1% of Triton X100 and the presence of intracellular HIV1 P24 protein is highlighted thanks 
to an immunoassay (kit INNOTEST HIV Antigen mAb, INNOGENETICS). 
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V- Résultats / Results 
 
 1) Détermination de la dilution subcytotoxique du produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% et du filtrat sur colonne Microspin / Determination of subcytotoxic dilution 
of product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% and filtrate on Microspin column : 
 

Méthode / Method 

Dilution subcytotoxique / subcytotoxic dilution 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (80%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (50%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (5%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (0.1%) 

Technique par dilution / 
Dilution method 1/10 000 1/5 000 1/1 000 1/100 

Filtration sur Microspin / 
Microspin filtration 1/100 1/10 1/10 1/10 
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 2) Evaluation de la sensibilité des cellules au produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% / Evaluation of cell sensitivity to DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 
 

Tableau des résultats de sensibilité des cellules MT4 au produit DERMANIOS 
SCRUB CHLORHEXIDINE 4% (80%) lors de l’infection par le virus VIH1 

Table on evaluation of cell sensitivity of MT4 cells to DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% (80%) when 

infected by HIV1 

 
Evaluation de l’effet cytopathogène viral 

(microscopie) /  
Evaluation of viral cytopathogene effect (microscopy) 

 

P24 
Lyse terminale / 
Terminal lysis 

(DO450nm / OD450mn)  

Dilution du 
surnageant viral / 

Dilution of viral 
supernatant 

J+1 J+4 J+8 J+11 J+14 

Cellules 
non traitées  
/ Non treated 
cells 

10-3 0 ++ ++++ ++++ ++++  n.t. 

10-4 0 + +++ ++++ ++++  3.427 

10-5 0 0 ++ ++++ ++++  3.191 

10-6 0 0 +/0/0 +++/++
/++ ++++  3.297 

10-7 0 0 0 0 0  0.075 

10-8 0 0 0 0 0  0.068 

10-9 0 0 0 0 0  n.t. 

Cellules 
traitées  
/ Treated cells 

10-3 0 ++ ++++ ++++ ++++  n.t. 

10-4 0 + +++ ++++ ++++  3.408 

10-5 0 0 ++ ++++ ++++  3.234 

10-6 0 0 +/0/+ ++/+ 
/+++ ++++  3.405 

10-7 0 0 0 0 0  0.065 

10-8 0 0 0 0 0  0.063 

10-9 0 0 0 0 0  n.t. 

Cellule MT4 
/ MT4 cell n.a. 0 0 0 0 0  0.066 

Légende / legend : 
0 : ECP non détecté / CPE not detected 
+ : ECP < 25% / CPE < 25% 
++ : ECP < 50% / CPE < 50% 
+++ : ECP < 75% / CPE < 75% 
++++ : ECP maximum (100%) / CPE maximum (100%) 
n.t. : non soumis à l’essai / not tested 
n.a. : non applicable / not applicable 
 

Conclusion / Conclusion 

 Le titre infectieux des surnageants viraux obtenus sur cellules MT4 traitées ou non 
traitées par le produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4%  sont de 106,50 
DICT50/0,1ml après 2 semaines de culture. 
 The infectious titer of the viral supernatants obtained on MT4 cells treated or non-treated with the product 
DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% are 106.50 TCID50/0.1ml after 2 weeks of culture. 
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 3) Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 
suppression of disinfectant activity  
Tableau des résultats de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du produit DERMANIOS SCRUB 

CHLORHEXIDINE 4% 
Table on efficiency for suppression of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4%’s activity 

Evaluation de l’effet cytopathogène viral (microscopie) / 
Evaluation of viral cytopathogene effect (microscopy) 

 
P24 

Lyse terminale / 
Terminal lysis 

(DO450nm / OD450mn) 
Produit / 
Product 

Dilution du 
surnageant viral / 

Dilution of viral 
supernatant 

J+1 J+4 J+8 J+11 J+14 

 

Témoin / 
Control 

10-2 0 ++ ++++ ++++ ++++  n.t. 

10-3 0 + +++ ++++ ++++  3.209 

10-4 0 0 +/+/++ +++ ++++  3.341 

10-5 0 0 0 +/++ 
/++ ++++  3.174 

10-6 0 0 0 0 0  0.076 

10-7 0 0 0 0 0  0.091 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% 

(80%) 

10-2 0 ++ ++++ ++++ ++++  n.t. 

10-3 0 + +++ ++++ ++++  3.422 

10-4 0 0 +/+/++ +++ ++++  3.339 

10-5 0 0 0 ++/++ 
/0 

++++/ 
++++/0  0.085/3.408 

10-6 0 0 0 0 0  0.073 

10-7 0 0 0 0 0  0.079 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% 

(50%) 

10-2 0 ++ ++++ ++++ ++++  n.t. 

10-3 0 + +++ ++++ ++++  3.308 

10-4 0 0 ++ +++ ++++  3.442 

10-5 0 0 0 ++/+ 
/++ ++++  3.327 

10-6 0 0 0 0 0  0.069 

10-7 0 0 0 0 0  0.084 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4%  

(5%) 

10-2 0 ++ ++++ ++++ ++++  n.t. 

10-3 0 + +++ ++++ ++++  3.349 

10-4 0 0 ++ +++ ++++  3.196 

10-5 0 0 +/0/0 ++ ++++  3.201 

10-6 0 0 0 0 0  0.080 

10-7 0 0 0 0 0  0.066 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% 

(0.1%) 

10-2 0 ++ ++++ ++++ ++++  n.t. 

10-3 0 + +++ ++++ ++++  3.147 

10-4 0 0 + ++++ ++++  3.584 

10-5 0 0 0 +/++ 
/++ ++++  3.638 

10-6 0 0 0 0 0  0.070 

10-7 0 0 0 0 0  0.066 
Cellule MT4 / 
MT4 cells n.a. 0 0 0 0 0  0.072 
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Légende / legend : 
0 : ECP non détecté / CPE not detected 
+ : ECP < 25% / CPE < 25% 
++ : ECP < 50% / CPE < 50% 
+++ : ECP < 75% / CPE < 75% 
++++ : ECP maximum (100%) / CPE maximum (100%) 
n.t. : non soumis à l’essai / not tested  
n.a. : non applicable / not applicable 
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 4) Evaluation de l’effet virucide du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 
4% / Evaluation of virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% : 
Tableau des résultats de virucidie du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 

en conditions de saleté sur le virus VIH1 
Table on virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% in dirty conditions on HIV1 

Evaluation de l’effet cytopathogène viral (microscopie) / 
Evaluation of viral cytopathogene effect (microscopy) 

 

P24 
Lyse terminale / 
Terminal lysis 

(DO450nm / OD450mn) 
Produit / 
Product 

Temps 
/ times 

Substance 
interférente 
/ Interfering 
solution 

J+1 J+4 J+8 J+11 J+14 

Témoin virus 
/ Virus control 

 0 min. 

3 g/l SAB et 
3 ml/l 

hématies de 
mouton / 3 

g/l BSA and 
3 ml/l sheep 
erythrocyte 

0 +++ ++++ ++++ ++++  3.377 

 3 min. 0 +++ ++++ ++++ ++++  3.209 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (80%) 

 0 min. 0 0 0 0 0  0.050 

0.5 min. 0 0 0 0 0  0.055 

1.5 min Tox. Tox. Tox. Tox. Tox.  n.a. 

 3 min. Tox. Tox. Tox. Tox. Tox.  n.a. 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (50%) 

 0 min. 0 0 0 0 0  0.050 

0.5 min. 0 0 0 0 0  0.054 

1.5 min 0 0 0 0 0  0.053 

 3 min. 0 0 0 0 0  0.050 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (5%) 

 0 min. 0 0 0 0 0  0.058 

0.5 min. 0 0 0 0 0  0.056 

1.5 min 0 0 0 0 0  0.054 

 3 min. 0 0 0 0 0  0.058 
Dermanios 

Scrub 
Chlorexhidine 

4% (0.1%) 

 0 min. 0 +++ ++++ ++++ ++++  3.328 

 3 min. 0 +++ ++++ ++++ ++++  3.396 

Cellule MT4 / 
MT4 cells n.a. n.a. 0 0 0 0 0  0.055 

Légende / legend : 
0 : ECP non détecté / CPE not detected 
+ : ECP < 25% / CPE < 25% 
++ : ECP < 50% / CPE < 50% 
+++ : ECP < 75% / CPE < 75% 
++++ : ECP maximum (100%) / CPE maximum (100%) 
Tox. : toxique / toxic 
n.t. : non soumis à l’essai / not tested 
n.a. : non applicable / not applicable 

Conclusion / Conclusion 

  L’absence de détection d’ECP dans la lignée cellulaire MT4 et de protéine P24 
dans le surnageant signifie que le titre infectieux du surnageant viral est inférieur à 100,5 
DICT50/0,1ml après 2 semaines de culture. 
 The lack of detection of CPE in the MT4 cell line and P24 protein in the supernatant indicates that the 
infectious titer of viral supernatant is less than 100.5 TCID50/0.1ml after 2 weeks of culture. 
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VI- Conclusion / Conclusion 
 
  Le produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4%  est actif (réduction ≥ 4 log 
du titre viral) à la concentration de 80%, 50% et 5% après un temps de contact de 30 
secondes, selon la norme NF EN 14476, dans des conditions de saleté vis-à-vis du Virus 
de l’Immunodéficience Humaine de type1 (VIH1).  

  Product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% is active (reduction ≥ 4 log of the viral titer) 
at the concentration of 80%, 50% and 5% after 30 seconds of exposure time, according to the standard NF EN 
14476, in dirty conditions against the Human Immunodeficiency Virus 1 (HIV1).  

 
 

Lille, le 10 juin 2014 
 
Responsable technique       Chef de Service 
 
 Dr. P. E. LOBERT Pr. D. HOBER 
 

  
 
 



 

   
 

 

Annexe 1 / Annex 1 : 
 

Titre infectieux du surnageant viral expérimental 

Infectious level of the experimental viral supernatant 

 

Evaluation de l’effet cytopathogène viral 
(microscopie) /  

Evaluation of viral cytopathogene effect (microscopy) 
 

P24 
Lyse terminale / 
Terminal lysis 

(DO450nm / OD450mn) 

Dilution du 
surnageant viral / 

Dilution of viral 
supernatant 

J+1 J+4 J+8 J+11 J+14 

10-3 0 +++ ++++ ++++ ++++  n.t. 

10-4 0 ++ ++++ ++++ ++++  3.186 

10-5 0 + +++ ++++ ++++  3.301 

10-6 0 0 + +++ ++++  3.426 

10-7 0 0 0 0 0  0.051 

10-8 0 0 0 0 0  0.049 

10-9 0 0 0 0 0  n.t. 

Cellule MT4 /  
MT4 cell 0 0 0 0 0  0.055 

Légende / legend : 
0 : ECP non détecté / CPE not detected 
+ : ECP < 25% / CPE < 25% 
++ : ECP < 50% / CPE < 50% 
+++ : ECP < 75% / CPE < 75% 
++++ : ECP maximum (100%) / CPE maximum (100%) 
n.t. : non soumis à l’essai / not tested 
 

Conclusion / Conclusion 

  Le titre infectieux du surnageant viral expérimental évalué par mesure de l’infectivité 
pour la lignée continue MT4 est de 106,50 DICT50/0,1ml après 2 semaines de culture. 

  The infectious titer of the experimental viral supernatant evaluated by measuring the infectivity to the 
MT4 cell line is 106.50 TCID50/0.1ml after 2 weeks of culture. 

 



 

   
 

 

Annexe 2 / Annex 2 : 
 

Titre infectieux des témoins virus du test de virucidie 

Infectious level of control virus in the virucidal test 

 

 
Evaluation de l’effet cytopathogène viral 

(microscopie) /  
Evaluation of viral cytopathogene effect (microscopy)  

P24 
Lyse terminale / 
Terminal lysis 

(DO450nm / OD450mn)  
Dilution du filtrat / 
Dilution of filtrate J+1 J+4 J+8 J+11 J+14 

Témoin virus 
0 min. /  

Virus control 
0 min. 

10-2 0 ++ ++++ ++++ ++++  n.t. 

10-3 0 + +++ ++++ ++++  3.528 

10-4 0 0 ++ ++++ ++++  3.504 

10-5 0 0 +/0/+ +++/0 
+++ 

++++/0 
/++++  0.059/3.366 

10-6 0 0 0 0 0  0.049 

10-7 0 0 0 0 0  0.051 

Témoin virus 
3 min. /  

Virus control  
3 min. 

10-2 0 ++ ++++ ++++ ++++  n.t. 

10-3 0 + +++ ++++ ++++  3.545 

10-4 0 0 ++ ++++ ++++  3.281 

10-5 0 0 +/+/0 +++/ 
+++/0 

++++/ 
++++/0  0.056/3.054 

10-6 0 0 0 0 0  0.056 

10-7 0 0 0 0 0  0.055 

Cellule MT4 
/ MT4 cell n.a. 0 0 0 0 0  0.055 

Légende / legend : 
0 : ECP non détecté / CPE not detected 
+ : ECP < 25% / CPE < 25% 
++ : ECP < 50% / CPE < 50% 
+++ : ECP < 75% / CPE < 75% 
++++ : ECP maximum (100%) / CPE maximum (100%) 
n.t. : non soumis à l’essai / not tested  
n.a. : non applicable / not applicable 
 
Conclusion / Conclusion 

  Le titre infectieux des témoins virus du test de virucidie à 0 et 15 minutes 
d’incubation, évalués par mesure de l’infectivité pour la lignée continue MT4, sont de 105,16 
DICT50/0,1ml après 2 semaines de culture. 

  The infectious titer of control virus in the virucidal test after 0 and 15 minutes of incubation, evaluated 
by measuring the infectivity to the MT4 cell line, are respectively 105.16 TCID50/0.1ml after 2 weeks of culture. 
 



 

   
 

 

Annexe 3 / Annex 3 : 
 

Données brutes relatives aux tests réalisés  

Raw data about the assays 

 
- Détermination de la dilution subcytotoxique du produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% et du filtrat sur colonne Microspin / Determination of subcytotoxic dilution 
of product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% and filtrate on Microspin column : 
 

Produit 
Méthode / 

Method 
Dilution (log) 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (80%) 

Technique par 
dilution / Dilution 
method 

Tox. Tox. Tox. Tox. 0 n.t. n.t. n.t. 

Filtration sur 
Microspin / 
Microspin filtration 

Tox. 0 0 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (50%) 

Technique par 
dilution / Dilution 
method 

Tox. Tox. Tox. Tox.* 0 n.t. n.t. n.t. 

Filtration sur 
Microspin / 
Microspin filtration 

0 0 0 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (5%) 

Technique par 
dilution / Dilution 
method 

Tox. Tox. 0 0 0 n.t. n.t. n.t. 

Filtration sur 
Microspin / 
Microspin filtration 

0 0 0 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (0.1%) 

Technique par 
dilution / Dilution 
method 

Tox. 0 0 0 0 n.t. n.t. n.t. 

Filtration sur 
Microspin / 
Microspin filtration 

0 0 0 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. 

Légende / legend : 
Tox. : Toxique / Toxic 
Tox.* : Toxicité partielle / Partial toxicity 
n.t. : non soumis à l’essai / non tested 

 



 

   
 

 

- Evaluation de la sensibilité des cellules au produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% / Evaluation of cell sensitivity to DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 
 

 
 

Evaluation de l’effet cytopathogène viral 
(microscopie) /  

Evaluation of viral cytopathogene effect (microscopy) P24 
Lyse terminale / 
Terminal lysis 

(DO450nm / OD450mn) 

 

 

Dilution du 
surnageant 

viral / Dilution of 
viral supernatant 

J+1 J+4 J+8 J+11 J+14 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (80%) 

Cellules 
non traitées  
/ Non treated 
cells 

10-3 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 n.t. 

10-4 0 0 0 1 1 1 3 3 3 4 4 4 4 4 4 3.445/3.409 

10-5 0 0 0 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 3.352/3.029 

10-6 0 0 0 0 0 0 1 0 0 3 2 2 4 4 4 3.269/3.274/3.349 

10-7 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 0 0 0  0.064/0.079/0.081 

10-8 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 0 0 0  0.071/0.065 

10-9 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 0 0 0  n.t. 

Cellules 
traitées  
/ Treated cells 

10-3 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 n.t. 

10-4 0 0 0 1 1 1 3 3 3 4 4 4 4 4 4 3.586/3.230 

10-5 0 0 0 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 3.272/3.195 

10-6 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 1 3 4 4 4 3.373/3.409/3.432 

10-7 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 0 0 0  0.068/0.067/0.060 

10-8 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 0 0 0  0.063/0.063 

10-9 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 0 0 0  n.t. 

 Cellule 
MT4 / MT4 
cell 

n.a. 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 0 0 0  0.069/0.068/0.062 

Légende / legend : 
1 à 4 : virus présents, degré de l'ECP dans 3 puits de plaques 24 puits 
0 : aucun virus présent 
n.t. : non soumis à l’essai / not tested  
n.a. : non applicable / not applicable 
 



 

   
 

 

- Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 
suppression of disinfectant activity 
 

Evaluation de l’effet cytopathogène viral (microscopie) / 
Evaluation of viral cytopathogene effect (microscopy) 

P24 
Lyse terminale / 
Terminal lysis 

(DO450nm / OD450mn) 
Produit / 
Product 

Dilution du 
surnageant 

viral / 
Dilution of viral 
supernatant 

J+1 J+4 J+8 J+11 J+14 

Témoin / 
Control 

10-2 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 n.t. 

10-3 0 0 0 1 1 1 3 3 3 4 4 4 4 4 4 3.201/3.218 

10-4 0 0 0 0 0 0 1 1 2 3 3 3 4 4 4 3.332/3.349 

10-5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 4 4 4 3.230/3.140/3.151 

10-6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.076/0.079/0.073 

10-7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.090/0.092 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% 

(80%) 

10-2 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 n.t. 

10-3 0 0 0 1 1 1 3 3 3 4 4 4 4 4 4 3.302/3.541 

10-4 0 0 0 0 0 0 1 1 2 3 3 3 4 4 4 3.231/3.447 

10-5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 4 4 0 3.399/3.416/0.085 

10-6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.071/0.083/0.064 

10-7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.060/0.097 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% 

(50%) 

10-2 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 n.t. 

10-3 0 0 0 1 1 1 3 3 3 4 4 4 4 4 4 3.340/3.585 

10-4 0 0 0 0 0 0 2 2 2 3 3 3 4 4 4 3.653/3.230 

10-5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 2 4 4 4 3.643/3.201/3.138 

10-6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.075/0.068/0.063 

10-7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.078/0.089 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (5%) 

10-2 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 n.t. 

10-3 0 0 0 1 1 1 3 3 3 4 4 4 4 4 4 3.318/3.381 

10-4 0 0 0 0 0 0 2 2 2 3 3 3 4 4 4 3.298/3.093 

10-5 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 2 2 4 4 4 3.180/3.173/3.248 

10-6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0.076/0.076/0.087 

10-7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.061/0.071 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% (0.1%) 

10-2 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 n.t. 

10-3 0 0 0 1 1 1 3 3 3 4 4 4 4 4 4 3.201/3.093 

10-4 0 0 0 0 0 0 2 2 2 3 3 3 4 4 4 3.575/3.592 

10-5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 4 4 4 3.416/3.708/3.789 

10-6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0.074/0.065/0.071 

10-7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.064/0.067 
Cellule MT4 
/ MT4 cells n.a. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.068/0.079/0.071 

 



 

   
 

 

Légende / legend : 
1 à 4 : virus présents, degré de l'ECP dans 3 puits de plaques 24 puits 
0 : aucun virus présent 
n.t. : non soumis à l’essai / non tested 
n.a. : non applicable / not applicable 

 



 

   
 

 

- Evaluation de l’effet virucide du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% / 
Evaluation of virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 
 

Evaluation de l’effet cytopathogène viral (microscopie) / 
Evaluation of viral cytopathogene effect (microscopy) P24 

Lyse terminale / 
Terminal lysis 

(DO450nm / OD450mn) 
Produit / 
Product 

Temps 
/ times 

Substance 
interférente 
/ Interfering 
solution 

J+1 J+4 J+8 J+11 J+14 

Témoin virus 
/ Virus control 

 0 min. 

3 g/l SAB et 
3 ml/l 

hématies de 
mouton / 3 

g/l BSA and 
3 ml/l sheep 
erythrocyte 

0 0 0 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3.402/3.228/3.501 

 3 min. 0 0 0 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3.198/3.272/3.158 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% 

(80%) 

 0 min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.044/0.048/0.058 

0.5 min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.056/0.053/0.056 

1.5 min. Tox. Tox. Tox. Tox. Tox. n.a. 

 3 min. Tox. Tox. Tox. Tox. Tox. n.a. 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% 

(50%) 

 0 min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.048/0.049/0.052 

0.5 min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.050/0.059/0.053 

1.5 min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.055/0.055/0.048 

 3 min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.053/0.050/0.046 

Dermanios 
Scrub 

Chlorexhidine 
4% 

(5%) 

 0 min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.061/0.055/0.058 

0.5 min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.058/0.053/0.057 

1.5 min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.048/0.052/0.062 

 3 min. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.058/0.054.0.061 
Dermanios 

Scrub 
Chlorexhidine 

4% (0.1%) 

 0 min. 0 0 0 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3.501/3.295/3.188 

 3 min. 0 0 0 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3.184/3.548/3.457 

Cellule MT4 / 
MT4 cells n.a. n.a. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0.051/0.057/0.052
/0.059 

Légende / legend : 
1 à 4 : virus présents, degré de l'ECP dans 3 puits de plaques 24 puits 
0 : aucun virus présent 
Tox. : Toxique / Toxic 
n.a. : non applicable / not applicable 

 



 

   
 

 

- Titre infectieux du surnageant viral expérimental / Infectious level of the experimental viral 
supernatant 

 

Evaluation de l’effet cytopathogène viral 
(microscopie) /  

Evaluation of viral cytopathogene effect (microscopy) P24 
Lyse terminale / 
Terminal lysis 

(DO450nm / OD450mn) 

Dilution du 
surnageant viral / 

Dilution of viral 
supernatant 

J+1 J+4 J+8 J+11 J+14 

10-3 0 0 0 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 n.t. 

10-4 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3.214/3.158 

10-5 0 0 0 1 1 1 3 3 3  4 4 4 4 4 4 3.189/3.412 

10-6 0 0 0 0 0 0 2 1 1 3 3 3  4 4 4 3.274/3.439/3.566 

10-7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.050/0.055/0.049 

10-8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.048/0.050 

10-9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 n.t. 

Cellule MT4 /  
MT4 cell 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.051/0.057/0.052/

0.059 
Légende / legend : 
1 à 4 : virus présents, degré de l'ECP dans 3 puits de plaques 24 puits 
0 : aucun virus présent 
n.t. : non soumis à l’essai / non tested 
 



 

   
 

 

- Titre infectieux des témoins virus du test de virucidie / Infectious level of control virus in the 
virucidal test 
 

 
Evaluation de l’effet cytopathogène viral 

(microscopie) /  
Evaluation of viral cytopathogene effect (microscopy) 

P24 
Lyse terminale / 
Terminal lysis 

(DO450nm / OD450mn)  
Dilution du filtrat / 
Dilution of filtrate J+1 J+4 J+8 J+11 J+14 

Témoin virus 
0 min. /  

Virus control 
0 min. 

10-2 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 n.t. 

10-3 0 0 0 1 1 1 3 3 3 4 4 4 4 4 4 3.548/3.508 

10-4 0 0 0 0 0 0 3 2 2 4 4 4 4 4 4 3.557/3.450 

10-5 0 0 0 0 0 0 1 0 1 3 0 3 4 0 4 3.288/0.059/3.443 

10-6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.050/0.049/0.048 

10-7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.054/0.048 

Témoin virus 
3 min. /  

Virus control  
3 min. 

10-2 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 n.t. 

10-3 0 0 0 1 1 1 3 3 3 4 4 4 4 4 4 3.288/3.802 

10-4 0 0 0 0 0 0 2 2 2 4 4 4 4 4 4 3.443/3.119 

10-5 0 0 0 0 0 0 1 1 0 3 3 0 4 4 0 3.032/3.076/0.056 

10-6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.058/0.056/0.055 

10-7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.059/0.050 
Cellule MT4 
/ MT4 cell n.a. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0.051/0.057/0.052/
0.059 

Légende / legend : 
1 à 4 : virus présents, degré de l'ECP dans 3 puits de plaques 24 puits 
0 : aucun virus présent 
n.t. : non soumis à l’essai / not tested  
n.a. : non applicable / not applicable 
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I- Introduction / Introduction 
  
  A la demande de la société ANIOS, le désinfectant DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% a été évalué pour ses propriétés inactivatrices contre la souche 
NIA-3 du Virus de la Pseudorage Porcine (PRV) comme virus modèle du Virus de 
l'Hépatite B (VHB). L'essai a été effectué selon la norme NF EN 14476+A1 : Antiseptiques 
et désinfectants chimiques – Essai virucide quantitatif de suspension pour les 
antiseptiques et désinfectants chimiques utilisés en médecine humaine – Janvier 2007. 
 
  As requested by the ANIOS Society, the DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% disinfectant 
was evaluated for its virucidal inactivating properties against Pseudorabies Virus (PRV) strain NIA-3 as a 
model virus to Hepatitis B Virus (HBV). The testing was carried out in accordance with the standard of NF EN 
14476+A1: Chemical disinfectants and antiseptics – Virucidal quantitative suspension test for chemical 
disinfectants and antiseptics used in human medicine – January 2007. 
 
II- Identification du produit / Identification of sample 
 
 - Nom du produit / Name of the product : DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 
 - Fabricant / Manufacturer : Laboratoires ANIOS 
 - N° de lot – N° de formule / Lot N° - Formula N° : JO344 10 05 
 - Date de réception / Date of receipt : 15/06/11 
 - Application / Use : Lavage hygiénique et désinfection chirurgicale des mains / Hygienic 
hands washing and surgical hands disinfection  
 - Aspect du produit / Appearance of product : Liquide limpide et rose / Clear and pink liquid 
 - pH du produit / pH Value : Non Dilué (20°C) pH=5,40 / Undiluted (20°C) pH=5.40 
 - Conditions de stockage / Conditions of storage : Température ambiante, à l’abri de la 
lumière / Room temperature in the dark 
 
 
III- Conditions expérimentales / Experimental conditions 
 
 - Période d’essai / Period of analysis : du 15/06/11 au 06/07/11 / Through 15/06/11 to 06/07/11 
 - Température d’essai / Test temperature : 20°C +/- 1°C 
 - Concentrations en produit testées / Concentration of test product : 80%, 50%, 5% et / and 
0.1%  
 - Temps de contact / Contact times : 30 secondes / seconds, 1.5 et / and 3 minutes  
 - Diluant du produit / Diluent of product : Eau pour préparation injectable / Water for injection 
 - Substances interférentes / Interfering substances : Solution tamponnée au phosphate 
(PBS) / Phosphate buffer saline (PBS)  
 - Méthode pour stopper l’activité du produit / Procedure to inactivate the product : Gel filtration 

 Rapport/Report n° 2011/27424 Page 2/11 
 



IV- Matériel et Méthodes / Material and methods 
 
 1- Matériel / Material 
 

a) Virus / Virus 
 

  La souche NIA-3 de la Pseudorage Porcine (PRV), a été fournie par le Dr. Daniel 
DORY de l’Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA, Ploufragan, 
France). 
 
  The Pseudorabies Virus (PRV) strain NIA-3 was obtained from Dr Daniel DORY, French Agency for 
Food Safety (AFSSA, Ploufragan, France). 
 
  b) Lignée cellulaire / Cell line 
 
  La lignée cellulaire Vero (ATCC CCL-81) utilisée pour cultiver le virus de la 
Pseudorage Porcine (PRV) provient de l’European Collection of Cell Cultures (ECACC) 
(Sigma-Aldrich, L’isle d’Abeau Chesnes, France). 
 
  The Vero cell line (ATCC CCL-81) used with the Pseudorabies Virus (PRV) was obtained from the 
European Collection of Cell Cultures (ECACC) (Sigma-Aldrich, L’isle d’Abeau Chesnes, France). 
 
 2- Méthodes d’essai / Methods 
 

a) Titrage viral / Determination of infectivity 
 
  Les suspensions virales traitées ou non traitées par le produit à tester sont diluées 
en série de 10-1 à 10-8, dans du Milieu Eagle MEM modifié Dulbecco (DMEM, Invitrogen, 
France) avec 2% de sérum de veau fœtal (SVF, Invitrogen, France) glacé. 0,1 ml de 
chaque dilution est ensuite transféré dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration 
contenant un tapis monocellulaire pré-établi de cellules Vero, en commençant par la 
dilution la plus élevée. Après une heure d’incubation à 37°C en présence de 5% de CO2, 
0,1 ml de milieu de culture est additionné à chaque puits. La lecture de l’effet 
cytopathogène (ECP) se fait au microscope inversé après 5 et 7 jours d’incubation. Le 
calcul du titre de l’infectivité virale (log10 DICT50/ml) est déterminé par la méthode 
Spearman-Karber. 
 
  The viral suspensions treated or non-treated with the product were diluted from 10-1 to 10-8 in ice-cold 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Invitrogen, France) containing 2% fetal calf serum (FCS, 
Invitrogen, France). 0.1 ml of each dilution was transferred, beginning with the highest dilution, into six wells of 
a 96 wells microtitre plate with an established Vero monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 
5% CO2-atmosphere. 1 h after 0.1 ml of culture medium was added to each well. The cytopathic effect (CPE) 
was read by using an inverted microscope after 5 and 7 days in a 5% CO2-atmosphere. Calculation of 
estimated virus concentration (log10 TCID50/ml) was carried out by the Spearman-Karber method.  
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b) Détermination de la concentration subcytotoxique du produit / Determination of 
cytotoxicity of the product 

 
  Les solutions d’essai du produit additionnées de 1/5ème d’eau pour préparation 
injectable sont diluées de 10-1 à 10-8 dans du milieu DMEM 2% SVF glacé. 0,1 ml de 
chaque dilution est distribué dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant 
un tapis monocellulaire pré-établi de cellules Vero. Après une incubation d’une heure à 
37°C en présence de 5% de CO2, 0,1 ml de milieu de culture est ajouté aux puits. L’effet 
subcytotoxique est apprécié après une incubation de 5 et 7 jours en présence de 5% de 
CO2. 
 
  For determination of cytotoxicity of the disinfectant solutions, eight parts by volume of solutions of 
disinfectant mixed with two parts by volume of water for injection, were diluted from 10-1 to 10-8 with ice-cold 
culture medium containing 2% FCS. 0.1 ml of each dilution was transferred, into six wells of a 96 wells 
microtitre plate with an established Vero monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-
atmosphere. 1 h after 0.1 ml of culture medium was added to each well. The cytotoxic effect was read after 5 
and 7 days in a 5% CO2-atmosphere. 
 

c) Elimination de la cytotoxicité du produit / Elimination of cytotoxicity 
 
  Les solutions d’essai du produit additionnées de 1/5ème d’eau pour préparation 
injectable, sont filtrées sur colonne Microspin S-400 HR (GE Healthcare). Les filtrats sont 
ensuite dilués de 10-1 à 10-8 dans du milieu DMEM à 2% de SVF glacé. 0,1 ml de chaque 
dilution est distribué dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant un tapis 
monocellulaire pré-établie de cellules Vero. Après une incubation d’une heure à 37°C en 
présence de 5% de CO2, 0,1 ml de milieu de culture DMEM 2% est ajouté aux puits. 
L’effet subcytotoxique est apprécié après une incubation de 5 et 7 jours à 37°C en 
présence de 5% de CO2. 
 
  For elimination of cytotoxicity of the disinfectant solutions, eight parts by volume of solutions of 
disinfectant mixed with two parts by volume of water for injection, were filtrated on Microspin S-400 HR column 
(GE Healthcare). Then filtrates were diluted from 10-1 to 10-8 with ice-cold DMEM + 2% FCS. 0.1 ml of each 
dilution was transferred, into six wells of a 96 wells microtitre plate with an established Vero monolayer. 
Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-atmosphere. 1 h after 0.1 ml of culture medium was 
added to each well. The cytotoxic effect was read after incubation during 5 and 7 days in a 5% CO2-
atmosphere. 
 

d) Sensibilité des cellules au virus / Cell sensitivity to virus 
 

  Un titrage comparatif du virus est réalisé sur les cellules Vero traitées ou non par le 
désinfectant afin de tester la réduction de sensibilité des cellules au virus en présence du 
produit. 0,1 ml de la plus basse dilution en milieu de culture à 2% de SVF apparemment 
non cytotoxique du désinfectant ou de PBS dilué en milieu de culture à 2% de SVF est 
distribué dans 8 x 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant un tapis 
monocellulaire pré-établi de cellules Vero. Après 1 h à 37°C en présence de 5% de CO2, 
0,1 ml de virus dilués de 10-1 à 10-8 dans du milieu DMEM à 2% de SVF, est distribué en 
parallèle sur les cellules traitées ou non traitées. La lecture de l’effet cytopathogène (ECP) 
se fait après 5 et 7 jours d’incubation à 37°C en présence de 5% de CO2 et le titre viral est 
calculé. 
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A comparative virus titration is performed on Vero cells that have or have not been treated with the 
disinfectant to check the reduction of the cells sensitivity to the virus. 0.1 ml of the lowest apparently non-
cytotoxic dilution of the disinfectant in culture medium containing 2% FCS or of PBS diluted in culture medium 
containing 2% FCS are distributed onto 8 x 6 wells of a 96 wells microtitre plate with an established Vero 
monolayer. After 1 h at 37°C in a 5% CO2-atmosphere, 0.1 ml of virus diluted from 10-1 to 10-8 with culture 
medium containing 2% FCS was added on treated or untreated cells in parallel. The cytopathic effect (CPE) 
was read after incubation during 5 and 7 days at 37°C in a 5% CO2-atmosphere and the virus titer was 
calculated. 

 
e) Mesure de l’activité virucide du produit / Determination of virucidal activity 

 
  Les essais de virucidie du produit consistent à mettre en contact 1 volume de 
suspension de virus avec 1 volume de substance interférente et 8 volumes de la solution 
d’essai. Après différents temps de contact à une température de 20°C +/- 1°C, un aliquote 
de mélange est prélevé et filtré sur colonne Microspin S-400 HR. La quantité de virus 
résiduel dans le filtrat a été évaluée par la technique de titrage sur cellule Vero. 
  L’activité virucide du produit test est mesurée en calculant la chute du titre viral 
obtenu après traitement par comparaison avec un témoin de titrage obtenu en absence de 
désinfectant. La différence est exprimée en facteur de reduction (FR). 
 
  To test the virucidal activity of the product 1 part by volume of virus was incubated at 20°C +/- 1°C 
with 1 part by volume of interfering substances and 8 parts by volume of the solution of disinfectant. After 
different time of contacts, an aliquot of mixture was taken and filtered on Microspin S-400 HR column. The 
quantity of residual virus in the filtrate was evaluated by titration on Vero cell. 
  The virucidal activity of the test disinfectant was evaluated by calculating the decrease in titre in 
comparison with the control titration without disinfectant. The difference is given as reduction factor (RF). 
 
 

f) Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 
suppression of disinfectant activity 

 
  Huit Volumes des solutions d’essai du produit sont additionnés à 1 volume de milieu 
de culture et 1 volume de substance interférente. Immédiatement après la préparation du 
mélange, au temps 0, 0,1ml du mélange sont filtrées sur colonne Microspin S-400 HR. Les 
filtrats additionnés de 1/10ème de virus sont ensuite incubés pendant 30 min dans un bain 
de glace fondante. Puis les suspensions virales sont diluées de 10-1 à 10-8 dans du milieu 
de culture glacé et la quantité de virus résiduel est évaluée par la technique de titrage sur 
cellule Vero. 
 
  Eight parts by volume of solutions of disinfectant are mixed with 1 part by volume of interfering 
substances and 1 part by volume of culture medium. Immediately after preparation of the mixture, at time 0, 
0.1ml of the mixtures are filtered on Microspin S-400 HR column. Then nine parts by volume of the filtrates are 
mixed with one part by volume of virus and the mixtures are leaved in an ice bath for 30 min. Then the viral 
suspensions were diluted from 10-1 to 10-8 in ice-cold culture medium and the quantity of residual virus was 
evaluated by titration on Vero cell. 
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g) Inactivation du virus au formaldéhyde à 0,7% (m/v) / Inactivation of virus with 0.7% 

(w/v) formaldehyde 
 
  La suspension de virus a été soumise à des essais virucides vis-à-vis du 
formaldéhyde à 0,7% (m/v) comme substance de référence pour l’inactivation virale afin 
de contrôler l’uniformité du comportement de notre souche virale aux agents chimiques au 
cours du temps.  
  Les essais consistent à mettre en contact 1 volume de suspension de virus avec 4 
volumes de solution tamponnée au phosphate (PBS, Invitrogen, France) et 5 volumes de 
formaldéhyde à 1,4% (m/v). Après des temps de contact de 5 min, 15 min, 30 min et 60 
min à une température de 20°C +/- 1°C, un aliquote de mélange est prélevé et filtré sur 
colonne Microspin S-400 HR. La quantité de virus résiduel dans le filtrat a été évaluée par 
la technique de titrage sur cellule Vero. 
 
  The suspension of virus was subjected to virucidal tests against 0.7% (w/v) formaldehyde solution as 
reference substance for viral inactivation in order to control the uniformity of the behaviour of our virus stock to 
the chemical agents during the time. 
  To test the virucidal activity 1 part by volume of virus was incubated with 4 parts by volume of 
phosphate buffered saline (PBS, Invitrogen, France) and 5 parts by volume of 1.4% (w/v) formaldehyde. After 
incubation time of 5 min, 15 min, 30 min and 60 min at 20°C +/- 1°C, an aliquot of mixture was taken and 
filtered on Microspin S-400 HR column. The quantity of residual virus in the filtrate was evaluated by titration 
on Vero cell. 
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V- Résultats / Results 
 
 1) Détermination de la dilution subcytotoxique du produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% et du filtrat sur colonne Microspin / Determination of subcytotoxic dilution 
of product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% and filtrate on Microspin column : 
 
 
 

Dilution subcytotoxique / subcytotoxic dilution Méthode / 
Method Dermanios 

Scrub 
Chlorhexidine 

4% 
(80%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(50%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(5%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(0.1%) 

Formaldéhyde 
(0,70%) / 

Formaldehyde 
(0.70%) 

Technique par 
dilution / Dilution 
method 

1/10 000 1/5 000 1/500 1/50 1/10 000 

Filtration sur 
Microspin / 
Microspin filtration 

1/100 1/100 1/10 1/10 1/50 

 
  
 
2) Evaluation de la sensibilité des cellules au produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% et au Formaldéhyde à 0,7% / Evaluation of Cell sensitivity to DERMANIOS 
SCRUB CHLORHEXIDINE 4% and 0.7% Formaldehyde 
 
 
 

 Log10 DICT50 / Log10 TCID50 

 
DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% 

(80%) 

Formaldéhyde 
(0,7%)  

/ Formaldehyde (0.7%) 

Cellules non traitées  
/ Non treated cells 

7.16 7.16 

Cellules traitées  
/ Treated cells 

7.00 7.16 
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 3) Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 
suppression of disinfectant activity  
 
 

Produit / Product Concentration Log10 DICT50 (FR)/ 
Log10 TCID50 (RF) 

Témoin virus / Virus control n.a. 6.00 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 80% 5.66* (0.34) 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 50% 5.66* (0.34) 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 5% 5.83 (0.17) 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 0.1% 6.00 (0.00) 

  
 
 Légende / legend : 
 FR/RF : Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log) 
 * : Arrêt de l’activité du produit sur colonne lavée avec une solution de SAB à 0,5% 
/ Suppression of product activity on column washed with 0.5% BSA 
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 4) Evaluation de l’effet virucide du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 
4% / Evaluation of virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% : 
  
Tableau des résultats de virucidie du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 
en conditions de propreté sur la souche NIA-3 du virus de la Pseudorage Porcine (PRV)  

Table on virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% in clean 
conditions on Pseudorabies Virus (PRV) strain NIA-3  

 

 

Log10 DICT50 après xx 
min (FR)/ Log10 TCID50 

after xx min (RF) Produit / Product Concentration 

Substance 
interférente 
/ Interfering 

solution 0 0.5 1.5 3 

>4 log réduction 
après xx min / >4 
log reduction after xx 

min 

Témoin virus / 
Virus control 

n.a. 6.16 n.t. n.t. 5.83 n.a. 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

80% 1.50(a)

(4.66)
1.50(a)

(4.66)
1.50(a)

(4.66)
1.50(a) 
(4.66) 

≥0.5 min 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

50% 1.50(a)

(4.66)
1.50(a)

(4.66)
1.50(a)

(4.66)
1.50(a) 
(4.66) 

≥0.5 min 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

5% 0.66 
(5.50)

0.50 
(5.66)

0.50 
(5.66)

0.50 
(5.66) 

≥0.5 min 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

0.1% 

PBS 

5.16 
(1.00) n.t. n.t. 

3.33 
(2.83) 

>3 min 
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Tableau des résultats de virucidie du Formaldéhyde 0,7% sur la souche 
NIA-3 du virus de la Pseudorage Porcine (PRV) 

Table on virucidal activity of 0.7% Formaldehyde on Pseudorabies Virus (PRV) strain NIA-3 

 

Log10 DICT50 après xx min 
(FR)/ Log10 TCID50 after xx min 

(RF) 

>4 log réduction 
après xx min / >4 
log reduction after xx 

min 
Produit / Product Concentration 

Substance 
interférente 
/ Interfering 

solution <0.5 5 15 30 60  

Témoin virus / 
Virus control 

n.a. 5.83 n.t. n.t. n.t. 5.83 n.a. 

Formaldéhyde / 
Formaldehyde 

0.7% 

PBS 
5.16 

(0.67)
4.66 

(1.17)
3.83 

(2.00)
2.50 

(3.33)
0.50 

(5.33) 
≥60 min 

 
 
Légende / legend : 
n.a. : non applicable / non applicable 
n.t. : non soumis à l’essai / non tested 
FR/RF : Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log) 
(a) : A cause de la toxicité cellulaire de la dilution 1/10 du mélange filtré le titre en virus 
apparaît supérieur. Le FR peut-être sous-estimé/ Due to cellular toxicity of the dilution 1/10 of the 
filtered mixture, virus titer is higher. The RF may be underestimated. 
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VI- Conclusion / Conclusion 
 
  Le produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% est actif à la concentration 
de 80%, 50% et 5% après un temps de contact de 30 secondes, selon la norme NF EN 
14476+A1, dans des conditions de propreté vis-à-vis de la souche de Pseudorage Porcine 
(PRV) NIA-3. 
 
  Product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% is active at the concentration of 80%, 50% and 
5% after 30 seconds of exposure time, according to the standard NF EN 14476+A1, in clean conditions 
against the Pseudorabies Virus (PVR) strain NIA-3. 
 

Lille, le 12 août 2011 
 
Responsable technique       Chef de Service 
 

  
 
Dr. P. E. LOBERT        Pr. D. HOBER
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Annexe 1 / Annex 1 : 
 

Représentation graphique des résultats de virucidie du produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% en conditions de propreté vis-à-vis du Virus de la Pseudorage 

Porcine (PRV) 
Figure of virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% in clean conditions against the 

Pseudorabies Virus (PRV) 
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I- Introduction / Introduction 
  
  A la demande de la société ANIOS, le désinfectant DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% a été évalué pour ses propriétés inactivatrices contre la souche 
NADL du Virus de la Diarrhée Virale Bovine (BVDV) comme virus modèle du Virus de 
l'Hépatite C (VHC). L'essai a été effectué selon la norme NF EN 14476+A1 : Antiseptiques 
et désinfectants chimiques – Essai virucide quantitatif de suspension pour les 
antiseptiques et désinfectants chimiques utilisés en médecine humaine – Janvier 2007. 
 
  As requested by the ANIOS Society, the DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% disinfectant 
was evaluated for its virucidal inactivating properties against Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV) strain NADL 
as a model virus to Hepatitis C Virus (HCV). The testing was carried out in accordance with the standard of NF 
EN 14476+A1: Chemical disinfectants and antiseptics – Virucidal quantitative suspension test for chemical 
disinfectants and antiseptics used in human medicine – January 2007. 
 
II- Identification du produit / Identification of sample 
 
 - Nom du produit / Name of the product : DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 
 - Fabricant / Manufacturer : Laboratoires ANIOS 
 - N° de lot – N° de formule / Lot N° - Formula N° : JO344 10 05 
 - Date de réception / Date of receipt : 15/06/11 
 - Application / Use : Lavage hygiénique et désinfection chirurgicale des mains / Hygienic 
hands washing and surgical hands disinfection 
 - Aspect du produit / Appearance of product : Liquide limpide et rose / Clear and pink liquid 
 - pH du produit / pH Value : Non Dilué (20°C) pH=5,40 / Undiluted (20°C) pH=5.40 
 - Conditions de stockage / Conditions of storage : Température ambiante, à l’abri de la 
lumière / Room temperature in the dark 
 
 
III- Conditions expérimentales / Experimental conditions 
 
 - Période d’essai / Period of analysis : du 20/06/11 au 27/07/11 / Through 20/06/11 to 27/07/11 
 - Température d’essai / Test temperature : 20°C +/- 1°C 
 - Concentrations en produit testées / Concentration of test product : 80%, 50%, 5% et / and 
0.1%  
 - Temps de contact / Contact times : 30 secondes / seconds, 3 et / and 5 minutes  
 - Diluant du produit / Diluent of product : Eau pour préparation injectable / Water for injection 
 - Substances interférentes / Interfering substances : Solution tamponnée au phosphate 
(PBS) / Phosphate buffer saline (PBS)  
 - Méthode pour stopper l’activité du produit / Procedure to inactivate the product : Gel filtration 
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IV- Matériel et Méthodes / Material and methods 
 
 1- Matériel / Material 
 

a) Virus / Virus 
 

  La souche NADL du Virus de la Diarrhée Virale Bovine (BVDV) (ATCC VR-534) a 
été fournie par la Société LGC Promochem (Molsheim, France) 
 
  Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV) strain NADL (ATCC VR-534) was obtained from LGC 
Promochem (Molsheim, France). 
 
  b) Lignée cellulaire / Cell line 
 
  La lignée cellulaire MDBK (ATCC CCL-22) utilisée avec le Virus de la Diarrhée 
Virale Bovine (BVDV) provient de l’European Collection of Cell Cultures (ECACC) (Sigma-
Aldrich, L’isle d’Abeau Chesnes, France). 
 
  The MDBK cell line (ATCC CCL-22) used with the Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV) was obtained 
from the European Collection of Cell Cultures (ECACC) (Sigma-Aldrich, L’isle d’Abeau Chesnes, France). 
 
 2- Méthodes d’essai / Methods 
 

a) Titrage viral / Determination of infectivity 
 
  Les suspensions virales traitées ou non traitées par le produit à tester sont diluées 
en série de 10-1 à 10-8, dans du Milieu Minimum Essentiel de Eagle (EMEM, Invitrogen, 
France) avec 5% de sérum de cheval (SC, PAA Laboratoires, France) glacé. 0,1 ml de 
chaque dilution est ensuite transféré dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration 
contenant un tapis monocellulaire pré-établi de cellules MDBK, en commençant par la 
dilution la plus élevée. Après une heure d’incubation à 37°C en présence de 5% de CO2, 
0,1 ml de milieu de culture est additionné à chaque puits. La lecture de l’effet 
cytopathogène (ECP) se fait au microscope inversé après 5 et 7 jours d’incubation. Le 
calcul du titre de l’infectivité virale (log10 DICT50/ml) est déterminé par la méthode 
Spearman-Karber. 
 
  The viral suspensions treated or non-treated with the product were diluted from 10-1 to 10-8 in ice-cold 
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM, Invitrogen, France) containing 5% horse serum (HS, PAA 
Laboratories, France). 0.1 ml of each dilution was transferred, beginning with the highest dilution, into six wells 
of a 96 wells microtitre plate with an established MDBK monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in 
a 5% CO2-atmosphere. 1 h after 0.1 ml of culture medium was added to each well. The cytopathic effect (CPE) 
was read by using an inverted microscope after 5 and 7 days in a 5% CO2-atmosphere. Calculation of 
estimated virus concentration (log10 TCID50/ml) was carried out by the Spearman-Karber method.  
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b) Détermination de la concentration subcytotoxique du produit / Determination of 
cytotoxicity of the product 

 
  Les solutions d’essai du produit additionnées de 1/5ème d’eau pour préparation 
injectable sont diluées de 10-1 à 10-8 dans du milieu de culture à 5% de SC glacé. 0,1 ml 
de chaque dilution est distribué dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration 
contenant un tapis monocellulaire pré-établi de cellules MDBK. Après une incubation 
d’une heure à 37°C en présence de 5% de CO2, 0,1 ml de milieu de culture est ajouté aux 
puits. L’effet subcytotoxique est apprécié après une incubation de 5 et 7 jours en présence 
de 5% de CO2. 
 
  For determination of cytotoxicity of the disinfectant solutions, eight parts by volume of solutions of 
disinfectant mixed with two parts by volume of water for injection, were diluted from 10-1 to 10-8 with ice-cold 
culture medium containing 5% HS. 0.1 ml of each dilution was transferred, into six wells of a 96 wells microtitre 
plate with an established MDBK monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-
atmosphere. 1 h after 0.1 ml of culture medium was added to each well. The cytotoxic effect was read after 5 
and 7 days in a 5% CO2-atmosphere. 
 

c) Elimination de la cytotoxicité du produit / Elimination of cytotoxicity 
 
  Les solutions d’essai du produit additionnées de 1/5ème d’eau pour préparation 
injectable, sont filtrées sur colonne Microspin S-400 HR (GE Healthcare). Les filtrats sont 
ensuite dilués de 10-1 à 10-8 dans du milieu de culture à 5% de SC glacé. 0,1 ml de chaque 
dilution est distribué dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant un tapis 
monocellulaire pré-établie de cellules MDBK. Après une incubation d’une heure à 37°C en 
présence de 5% de CO2, 0,1 ml de milieu de culture est ajouté aux puits. L’effet 
subcytotoxique est apprécié après une incubation de 5 et 7 jours à 37°C en présence de 
5% de CO2. 
 
  For elimination of cytotoxicity of the disinfectant solutions, eight parts by volume of solutions of 
disinfectant mixed with two parts by volume of water for injection, were filtrated on Microspin S-400 HR column 
(GE Healthcare). Then filtrates were diluted from 10-1 to 10-8 with ice-cold culture medium + 5% HS. 0.1 ml of 
each dilution was transferred, into six wells of a 96 wells microtitre plate with an established MDBK monolayer. 
Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-atmosphere. 1 h after 0.1 ml of culture medium was 
added to each well. The cytotoxic effect was read after incubation during 5 and 7 days in a 5% CO2-
atmosphere. 
 

d) Sensibilité des cellules au virus / Cell sensitivity to virus 
 

  Un titrage comparatif du virus est réalisé sur les cellules traitées ou non par le 
désinfectant afin de tester la réduction de sensibilité des cellules au virus en présence du 
produit. 0,1 ml de la plus basse dilution en milieu de culture à 5% de SC apparemment 
non cytotoxique du désinfectant ou de PBS dilué en milieu de culture à 5% de SC est 
distribué dans 8 x 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant un tapis 
monocellulaire pré-établie de cellules MDBK. Après 1 h à 37°C en présence de 5% de 
CO2, 0,1 ml de virus dilués de 10-1 à 10-8 dans du milieu de culture à 5% de SC, est 
distribué en parallèle sur les cellules traitées ou non traitées. La lecture de l’effet 
cytopathogène (ECP) se fait après 5 et 7 jours d’incubation à 37°C en présence de 5% de 
CO2 et le titre viral est calculé. 
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A comparative virus titration is performed on MDBK cells that have or have not been treated with the 
disinfectant to check the reduction of the cells sensitivity to the virus. 0.1 ml of the lowest apparently non-
cytotoxic dilution of the disinfectant in culture medium containing 5% HS or of PBS diluted in culture medium 
containing 5% HS are distributed onto 8 x 6 wells of a 96 wells microtitre plate with an established MDBK 
monolayer. After 1 h at 37°C in a 5% CO2-atmosphere, 0.1 ml of virus diluted from 10-1 to 10-8 with culture 
medium containing 5% HS was added on treated or untreated cells in parallel. The cytopathic effect (CPE) 
was read after incubation during 5 and 7 days at 37°C in a 5% CO2-atmosphere and the virus titer was 
calculated  

 
e) Mesure de l’activité virucide du produit / Determination of virucidal activity 

 
  Les essais de virucidie du produit consistent à mettre en contact 1 volume de 
suspension de virus avec 1 volume de substance interférente et 8 volumes de la solution 
d’essai. Après différents temps de contact à une température de 20°C +/- 1°C, un aliquote 
de mélange est prélevé et filtré sur colonne Microspin S-400 HR. La quantité de virus 
résiduel dans le filtrat a été évaluée par la technique de titrage sur cellule MDBK. 
  L’activité virucide du produit test est mesurée en calculant la chute du titre viral 
obtenu après traitement par comparaison avec un témoin de titrage obtenu en absence de 
désinfectant. Le résultat est exprimé en facteur de réduction (FR). 
 
  To test the virucidal activity of the product 1 part by volume of virus was incubated at 20°C +/- 1°C 
with 1 part by volume of interfering substances and 8 parts by volume of the solution of disinfectant. After 
different incubation time, an aliquot of mixture was taken and filtered on Microspin S-400 HR column. The 
quantity of residual virus in the filtrate was evaluated by titration on MDBK cell. 
  The virucidal activity of the test disinfectant was evaluated by calculating the decrease in titre in 
comparison with the control titration without disinfectant. The results are expressed as reduction factor (RF). 
 
 

f) Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 
suppression of disinfectant activity 

 
  Huit Volumes des solutions d’essai du produit sont additionnés à 1 volume de milieu 
de culture et 1 volume de substance interférente. Immédiatement après la préparation du 
mélange, au temps 0, 0,1ml du mélange sont filtrées sur colonne Microspin S-400 HR. Les 
filtrats additionnés de 1/10ème de virus sont ensuite incubés pendant 30 min dans un bain 
de glace fondante. Puis les suspensions virales sont diluées de 10-1 à 10-8 dans du milieu 
de culture glacé et la quantité de virus résiduel est évaluée par la technique de titrage sur 
cellule MDBK. 
 
  Eight parts by volume of solutions of disinfectant are mixed with 1 part by volume of interfering 
substances and 1 part by volume of culture medium. Immediately after preparation of the mixture, at time 0, 
0.1ml of the mixtures are filtered on Microspin S-400 HR column. Then nine parts by volume of the filtrates are 
mixed with one part by volume of virus and the mixtures are leaved in an ice bath for 30 min. Then the viral 
suspensions were diluted from 10-1 to 10-8 in ice-cold culture medium and the quantity of residual virus was 
evaluated by titration on MDBK cell. 
 
 
 
 
 

 Rapport/Report n° 2011/27425 - Page 5/11 
 



 
 

g) Inactivation du virus au formaldéhyde à 0,7% (m/v) / Inactivation of virus with 0.7% 
(w/v) formaldehyde 

 
  La suspension de virus a été soumise à des essais virucides vis-à-vis du 
formaldéhyde à 0,7% (m/v) comme substance de référence pour l’inactivation virale afin 
de contrôler l’uniformité du comportement de notre souche virale aux agents chimiques au 
cours du temps.  
  Les essais consistent à mettre en contact 1 volume de suspension de virus avec 4 
volumes de solution tamponnée au phosphate (PBS, Invitrogen, France) et 5 volumes de 
formaldéhyde à 1,4% (m/v). Après des temps de contact de 5 min, 15 min, 30 min et 60 
min à une température de 20°C +/- 1°C, un aliquote de mélange est prélevé et filtré sur 
colonne Microspin S-400 HR. La quantité de virus résiduel dans le filtrat a été évaluée par 
la technique de titrage sur cellule MDBK. 
 
  The suspension of virus was subjected to virucidal tests against 0.7% (w/v) formaldehyde solution as 
reference substance for viral inactivation in order to control the uniformity of the behaviour of our virus stock to 
the chemical agents during the time. 
  To test the virucidal activity 1 part by volume of virus was incubated with 4 parts by volume of 
phosphate buffered saline (PBS, Invitrogen, France) and 5 parts by volume of 1.4% (w/v) formaldehyde. After 
incubation time of 5 min, 15 min, 30 min and 60 min at 20°C +/- 1°C, an aliquot of mixture was taken and 
filtered on Microspin S-400 HR column. The quantity of residual virus in the filtrate was evaluated by titration 
on MDBK cell. 
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V- Résultats / Results 
 
 1) Détermination de la dilution subcytotoxique du produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% et du filtrat sur colonne Microspin / Determination of subcytotoxic dilution 
of product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% and filtrate on Microspin column : 
 
 

Dilution subcytotoxique / subcytotoxic dilution Méthode / 
Method Dermanios 

Scrub 
Chlorhexidine 

4% 
(80%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(50%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(5%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(0.1%) 

Formaldéhyde 
(0,70%) / 

Formaldehyde 
(0.70%) 

Technique par 
dilution / Dilution 
method 

1/10 000 1/10 000 1/1 000 1/100 1/10 000 

Filtration sur 
Microspin / 
Microspin filtration 

1/100 1/100 1/10 1/10 1/50 

 
 
 2) Evaluation de la sensibilité des cellules au produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% et au Formaldéhyde à 0,7% / Evaluation of Cell sensitivity to DERMANIOS 
SCRUB CHLORHEXIDINE 4% and 0.7% Formaldehyde 
 
 
 

 Log10 DICT50 / Log10 TCID50 

 
Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

(80%) 

Formaldéhyde 
(0,70%) /  

Formaldehyde (0.70%) 

Cellules non traitées  
/ Non treated cells 

5.66 5.66 

Cellules traitées  
/ Treated cells 

5.83 5.50 
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3) Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 
suppression of disinfectant activity  
 
 
 

Produit / Product Concentration Log10 DICT50 (FR)/ 
Log10 TCID50 (RF) 

Témoin virus / Virus control n.a. 4.66 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 80% 4.50* (0.16) 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 50% 4.50* (0.16) 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 5% 4.66 (0.00) 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 0.1% 4.83 (0.00) 

  
 
 Légende / legend : 
 FR/RF : Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log) 
 * : Arrêt de l’activité du produit sur colonne lavée avec une solution de SAB à 0,5% 
/ Suppression of product activity on column washed with 0.5% BSA 
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 4) Evaluation de l’effet virucide du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 
4% / Evaluation of virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% : 
  
Tableau des résultats de virucidie du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 

en conditions de propreté sur la souche NADL du Virus de la Diarrhée Virale Bovine 
(BVDV) 

Table on virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 
in clean conditions on Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV) strain NADL 

 

 

Log10 DICT50 après xx 
min (FR)/ Log10 TCID50 

after xx min (RF) Produit / Product Concentration 

Substance 
interférente 
/ Interfering 

solution 0 0.5 3 5 

>4 log réduction 
après xx min / >4 
log reduction after xx 

min 

Témoin virus / 
Virus control 

n.a. 5.83 n.t. n.t. 5.50 n.a. 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

80% 1.50(a)

(4.33)
1.50(a)

(4.33)
1.50(a)

(4.33)
1.50(a) 
(4.33) 

≥0.5 min 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

50% 3.00 
(2.83)

1.66 
(4.16)

1.16 
(4.67)

1.00 
(4.83) 

≥0.5 min 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

5% 4.83 
(1.00)

4.66 
(1.17)

1.66 
(4.17)

0.50 
(5.33) 

≥3 min 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

0.1% 

PBS 

5.16 
(0.67) n.t. n.t. 

4.83 
(1.00) 

>5 min 
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Tableau des résultats de virucidie du Formaldéhyde 0,7% sur la souche NADL du Virus de la 
Diarrhée Virale Bovine (BVDV) 

Table on virucidal activity of 0.7% Formaldehyde on Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV) strain NADL 

 

 

Log10 DICT50 après xx min 
(FR)/ Log10 TCID50 after xx min (RF) Produit / Product Concentration 

Substance 
interférente 
/ Interfering 

solution 
<0.5 5 15 30 60 

>4 log réduction 
après xx min / >4 
log reduction after xx 

min 

Témoin virus / 
Virus control 

n.a. 5.50 n.t. n.t. n.t. 5.33 n.a. 

Formaldéhyde / 
Formaldehyde 

0.7% 
PBS 

4.16 
(1.34)

2.16 
(3.34)

0.83 
(4.67)

0.50 
(5.00)

0.50 
(5.00) 

≥15 min 

 
 
Légende / legend : 
n.a. : non applicable / non applicable 
n.t. : non soumis à l’essai / non tested 
FR/RF : Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log) 
(a) : A cause de la toxicité cellulaire de la dilution 1/10 du mélange filtré le titre en virus 
apparaît supérieur. Le FR peut-être sous-estimé/ Due to cellular toxicity of the dilution 1/10 of the 
filtered mixture, virus titer is higher. The RF may be underestimated. 
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VI- Conclusion / Conclusion 
 
  Le produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% est actif à la concentration 
de 80% et 50% après un temps de contact de 30 secondes, selon la norme NF EN 
14476+A1, en conditions de propreté vis-à-vis de la souche NADL du Virus de la Diarrhée 
Virale Bovine (BVDV). 
   Le produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% est actif à la 
concentration de 5% après un temps de contact de 3 minutes, selon la norme NF EN 
14476+A1, en conditions de propreté vis-à-vis de la souche NADL du Virus de la Diarrhée 
Virale Bovine (BVDV). 
 
  Product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% is active at the concentration of 80% and 50% 
after 30 seconds of exposure time, according to the standard NF EN 14476+A1, in clean conditions against 
the Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV) strain NADL. 
  Product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% is active at the concentration of 5% after 3 
minutes of exposure time, according to the standard NF EN 14476+A1, in clean conditions against the Bovine 
Viral Diarrhoea Virus (BVDV) strain NADL. 
 
 

Lille, le 12 août 2011 
 
Responsable technique       Chef de Service 
 

  
 
Dr. P. E. LOBERT        Pr. D. HOBER 
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Annexe 1 / Annex 1 : 
 

Représentation graphique des résultats de virucidie du produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% en conditions de propreté vis-à-vis du Virus de la Diarrhée Virale 

Bovine (BVDV) 
Figure of virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% in clean conditions against the Bovine 

Viral Diarrhoea Virus (BVDV) 
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I- Introduction / Introduction 
  
  A la demande de la société ANIOS, le désinfectant DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% a été évalué pour ses propriétés inactivatrices contre la souche HF 
de l’Herpesvirus Humain de type 1. L'essai a été effectué selon la norme NF EN 
14476+A1 : Antiseptiques et désinfectants chimiques – Essai virucide quantitatif de 
suspension pour les antiseptiques et désinfectants chimiques utilisés en médecine 
humaine – Janvier 2007. 
 
  As requested by the ANIOS Society, the DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% disinfectant 
was evaluated for its virucidal inactivating properties against Human Herpesvirus type 1 strain HF. The testing 
was carried out in accordance with the standard of NF EN 14476+A1: Chemical disinfectants and antiseptics – 
Virucidal quantitative suspension test for chemical disinfectants and antiseptics used in human medicine – 
January 2007. 
 
II- Identification du produit / Identification of sample 
 
 - Nom du produit / Name of the product : DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 
 - Fabricant / Manufacturer : Laboratoires ANIOS 
 - N° de lot – N° de formule / Lot N° - Formula N° : JO344 10 05 
 - Date de réception / Date of receipt : 15/06/11 
 - Application / Use : Lavage hygiénique et désinfection chirurgicale des mains / Hygienic 
hands washing and surgical hands disinfection  
 - Aspect du produit / Appearance of product : Liquide limpide et rose / Clear and pink liquid 
 - pH du produit / pH Value : Non Dilué (20°C) pH=5,40 / Undiluted (20°C) pH=5.40 
 - Conditions de stockage / Conditions of storage : Température ambiante, à l’abri de la 
lumière / Room temperature in the dark 
 
III- Conditions expérimentales / Experimental conditions 
 
 - Période d’essai / Period of analysis : du 15/06/11 au 05/07/11 / Through 15/06/11 to 05/07/11 
 - Température d’essai / Test temperature : 20°C +/- 1°C 
 - Concentrations en produit testées / Concentration of test product : 80%, 50%, 5% et / and 
0.1%  
 - Temps de contact / Contact times : 30 secondes / seconds, 1.5 et / and 3 minutes  
 - Diluant du produit / Diluent of product : Eau pour préparation injectable / Water for injection 
 - Substances interférentes / Interfering substances : Solution tamponnée au phosphate 
(PBS) / Phosphate buffer saline (PBS)  
 - Méthode pour stopper l’activité du produit / Procedure to inactivate the product : Gel filtration 
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IV- Matériel et Méthodes / Material and methods 
 
 1- Matériel / Material 
 

a) Virus / Virus 
 

  La souche HF de l’Herpesvirus Humain de type 1 (ATCC VR-260) a été fournie par 
la société LGC Promochem (Molsheim, France). 
 
  The Human Herpesvirus type 1 strain HF (ATCC VR-260) was obtained from LGC Promochem 
(Molsheim, France). 
 
  b) Lignée cellulaire / Cell line 
 
  La lignée cellulaire Vero (ATCC CCL-81) utilisée pour cultiver l’Herpesvirus Humain 
de type 1 provient de l’European Collection of Cell Cultures (ECACC) (Sigma-Aldrich, 
L’isle d’Abeau Chesnes, France). 
 
  The Vero cell line (ATCC CCL-81) used with the Human Herpesvirus type 1 was obtained from the 
European Collection of Cell Cultures (ECACC) (Sigma-Aldrich, L’isle d’Abeau Chesnes, France). 
 
 2- Méthodes d’essai / Methods 
 

a) Titrage viral / Determination of infectivity 
 
  Les suspensions virales traitées ou non traitées par le produit à tester sont diluées 
en série de 10-1 à 10-8, dans du Milieu MEM de Eagle modifié Dulbecco (DMEM, 
Invitrogen, France) avec 2% de sérum de veau fœtal (SVF, Invitrogen, France) glacé. 0,1 
ml de chaque dilution est ensuite transféré dans 6 puits d’une plaque 96 puits de 
microtitration contenant un tapis monocellulaire pré-établi de cellules Vero, en 
commençant par la dilution la plus élevée. Après une heure d’incubation à 37°C en 
présence de 5% de CO2, 0,1 ml de milieu de culture est additionné à chaque puits. La 
lecture de l’effet cytopathogène (ECP) se fait au microscope inversé après 5 et 7 jours 
d’incubation. Le calcul du titre de l’infectivité virale (log10 DICT50/ml) est déterminé par la 
méthode Spearman-Karber. 
 
  The viral suspensions treated or non-treated with the product were diluted from 10-1 to 10-8 in ice-cold 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Invitrogen, France) containing 2% fetal calf serum (FCS, 
Invitrogen, France). 0.1 ml of each dilution was transferred, beginning with the highest dilution, into six wells of 
a 96 wells microtitre plate with an established Vero monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 
5% CO2-atmosphere. 1 h after 0.1 ml of culture medium was added to each well. The cytopathic effect (CPE) 
was read by using an inverted microscope after 5 and 7 days in a 5% CO2-atmosphere. Calculation of 
estimated virus concentration (log10 TCID50/ml) was carried out by the Spearman-Karber method.  
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b) Détermination de la concentration subcytotoxique du produit / Determination of 
cytotoxicity of the product 

 
  Les solutions d’essai du produit additionnées de 1/5ème d’eau pour préparation 
injectable sont diluées de 10-1 à 10-8 dans du milieu DMEM 2% SVF glacé. 0,1 ml de 
chaque dilution est distribué dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant 
un tapis monocellulaire pré-établi de cellules Vero. Après une incubation d’une heure à 
37°C en présence de 5% de CO2, 0,1 ml de milieu de culture est ajouté aux puits. L’effet 
subcytotoxique est apprécié après une incubation de 5 et 7 jours à 37°C en présence de 
5% de CO2. 
 
  For determination of cytotoxicity of the disinfectant solutions, eight parts by volume of solutions of 
disinfectant mixed with two parts by volume of water for injection, were diluted from 10-1 to 10-8 with ice-cold 
DMEM containing 2% FCS. 0.1 ml of each dilution was transferred, into six wells of a 96 wells microtitre plate 
with an established Vero monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-atmosphere. 1 h 
after 0.1 ml of culture medium was added to each well. The cytotoxic effect was read after 5 and 7 days at 
37°C in a 5% CO2-atmosphere. 
 

c) Elimination de la cytotoxicité du produit / Elimination of cytotoxicity 
 
  Les solutions d’essai du produit additionnées de 1/5ème d’eau pour préparation 
injectable, sont filtrées sur colonne Microspin S-400 HR (GE Healthcare). Les filtrats sont 
ensuite dilués de 10-1 à 10-8 dans du milieu DMEM à 2% de SVF glacé. 0,1 ml de chaque 
dilution est distribué dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant un tapis 
monocellulaire pré-établie de cellules Vero. Après une incubation d’une heure à 37°C en 
présence de 5% de CO2, 0,1 ml de milieu de culture est ajouté aux puits. L’effet 
subcytotoxique est apprécié après une incubation de 5 et 7 jours à 37°C en présence de 
5% de CO2. 
 
  For elimination of cytotoxicity of the disinfectant solutions, eight parts by volume of solutions of 
disinfectant mixed with two parts by volume of water for injection, were filtrated on Microspin S-400 HR column 
(GE Healthcare). Then filtrates were diluted from 10-1 to 10-8 with ice-cold DMEM + 2% FCS. 0.1 ml of each 
dilution was transferred, into six wells of a 96 wells microtitre plate with an established Vero monolayer. 
Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-atmosphere. 1 h after 0.1 ml of culture medium was 
added to each well. The cytotoxic effect was read after 5 and 7 days at 37°C in a 5% CO2-atmosphere. 
 

d) Sensibilité des cellules au virus / Cell sensitivity to virus 
 

  Un titrage comparatif du virus est réalisé sur les cellules Vero traitées ou non par le 
désinfectant afin de tester la réduction de sensibilité des cellules au virus en présence du 
produit. 0,1 ml de la plus basse dilution en milieu DMEM à 2% de SVF apparemment non 
cytotoxique du désinfectant ou de PBS dilué en milieu DMEM à 2% de SVF est distribué 
dans 8 x 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant un tapis monocellulaire 
pré-établie de cellules Vero. Après 1 h à 37°C en présence de 5% de CO2, le milieu de 
culture est éliminé des puits et 0,1 ml de virus dilués de 10-1 à 10-8 dans du milieu de 
culture à 2% de SVF, est distribué en parallèle sur les cellules traitées ou non traitées. La 
lecture de l’effet cytopathogène (ECP) se fait après 5 et 7 jours d’incubation à 37°C en 
présence de 5% de CO2 et le titre viral est calculé. 

 

 Rapport/Report n° 2011/27426 - Page 4/11 
 



A comparative virus titration is performed on Vero cells that have or have not been treated with the disinfectant 
to check the reduction of the cells sensitivity to the virus. 0.1 ml of the lowest apparently non-cytotoxic dilution 
of the disinfectant in DMEM + 2% FCS or of PBS diluted in DMEM + 2% FCS are distributed onto 8 x 6 wells 
of a 96 wells microtitre plate with an established Vero monolayer. After 1 h at 37°C in a 5% CO2-atmosphere, 
culture medium is removed from the wells and 0.1 ml of virus diluted from 10-1 to 10-8 with culture medium + 
2% FCS was added on treated or untreated cells in parallel. The cytopathic effect (CPE) was read after 5 and 
7 days at 37°C in a 5% CO2-atmosphere and the virus titer was calculated. 
 
 

e) Mesure de l’activité virucide du produit / Determination of virucidal activity 
 
  Les essais de virucidie du produit consistent à mettre en contact 1 volume de 
suspension de virus avec 1 volume de substance interférente et 8 volumes de la solution 
d’essai. Après différents temps de contact à une température de 20°C +/- 1°C, un aliquot 
de mélange est prélevé et filtré sur colonne Microspin S-400 HR. La quantité de virus 
résiduel dans le filtrat a été évaluée par la technique de titrage sur cellule Vero. 
  L’activité virucide du produit test est mesurée en calculant la chute du titre viral 
obtenu après traitement par comparaison avec un témoin de titrage obtenu en absence de 
désinfectant. Le résultat est exprimé en facteur de réduction (FR). 
 
  To test the virucidal activity of the product 1 part by volume of virus was incubated at 20°C +/- 1°C 
with 1 part by volume of interfering substances and 8 parts by volume of the solution of disinfectant. After 
different incubation time, an aliquot of mixture was taken and filtered on Microspin S-400 HR column. The 
quantity of residual virus in the filtrate was evaluated by titration on Vero cell. 
  The virucidal activity of the test disinfectant was evaluated by calculating the decrease in titre in 
comparison with the control titration without disinfectant. The results are expressed as reduction factor (RF). 
 
 

f) Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 
suppression of disinfectant activity 

 
  Huit Volumes des solutions d’essai du produit sont additionnés à 1 volume de milieu 
de culture et 1 volume de substance interférente. Immédiatement après la préparation du 
mélange, au temps 0, 0,1ml du mélange sont filtrées sur colonne Microspin S-400 HR. Les 
filtrats additionnés de 1/10ème de virus sont ensuite incubés pendant 30 min dans un bain 
de glace fondante. Puis les suspensions virales sont diluées de 10-1 à 10-8 dans du milieu 
de culture glacé et la quantité de virus résiduel est évaluée par la technique de titrage sur 
cellule Vero. 
 
  Eight parts by volume of solutions of disinfectant are mixed with 1 part by volume of interfering 
substances and 1 part by volume of culture medium. Immediately after preparation of the mixture, at time 0, 
0.1ml of the mixtures are filtered on Microspin S-400 HR column. Then nine parts by volume of the filtrates are 
mixed with one part by volume of virus and the mixtures are leaved in an ice bath for 30 min. Then the viral 
suspensions were diluted from 10-1 to 10-8 in ice-cold culture medium and the quantity of residual virus was 
evaluated by titration on Vero cell. 
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g) Inactivation du virus au formaldéhyde à 0,7% (m/v) / Inactivation of virus with 0.7% 
(w/v) formaldehyde 

 
  La suspension de virus a été soumise à des essais virucides vis-à-vis du 
formaldéhyde à 0,7% (m/v) comme substance de référence pour l’inactivation virale afin 
de contrôler l’uniformité du comportement de notre souche virale aux agents chimiques au 
cours du temps.  
  Les essais consistent à mettre en contact 1 volume de suspension de virus avec 4 
volumes de solution tamponnée au phosphate (PBS, Invitrogen, France) et 5 volumes de 
formaldéhyde à 1,4% (m/v). Après des temps de contact de 5 min, 15 min, 30 min et 60 
min à une température de 20°C +/- 1°C, un aliquote de mélange est prélevé et filtré sur 
colonne Microspin S-400 HR. La quantité de virus résiduel dans le filtrat a été évaluée par 
la technique de titrage sur cellule Vero. 
 
  The suspension of virus was subjected to virucidal tests against 0.7% (w/v) formaldehyde solution as 
reference substance for viral inactivation in order to control the uniformity of the behaviour of our virus stock to 
the chemical agents during the time. 
  To test the virucidal activity 1 part by volume of virus was incubated with 4 parts by volume of 
phosphate buffered saline (PBS, Invitrogen, France) and 5 parts by volume of 1.4% (w/v) formaldehyde. After 
incubation time of 5 min, 15 min, 30 min and 60 min at 20°C +/- 1°C, an aliquot of mixture was taken and 
filtered on Microspin S-400 HR column. The quantity of residual virus in the filtrate was evaluated by titration 
on Vero cell. 
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V- Résultats / Results 
 
 1) Détermination de la dilution subcytotoxique du produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% et du filtrat sur colonne Microspin / Determination of subcytotoxic dilution 
of product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% and filtrate on Microspin column : 
 
 
 

Dilution subcytotoxique / subcytotoxic dilution Méthode / 
Method Dermanios 

Scrub 
Chlorhexidine 

4% 
(80%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(50%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(5%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(0.1%) 

Formaldéhyde 
(0,70%) / 

Formaldehyde 
(0.70%) 

Technique par 
dilution / Dilution 
method 

1/1 000 1/1 000 1/1 000 1/10 1/10 000 

Filtration sur 
Microspin / 
Microspin filtration 

1/10 1/10 1/10 1/10 1/50 

 
 
 2) Evaluation de la sensibilité des cellules au virus suite au traitement par le produit 
DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% ou le Formaldéhyde à 0,7% / Evaluation of Cell 
sensitivity to virus after treatment with DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% or 0.7% Formaldehyde 
 
 
 

 Log10 DICT50 / Log10 TCID50 

 
Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4%  

(80%) 

Formaldéhyde 
(0,7%) / Formaldehyde 

(0.7%) 

Cellules non traitées  
/ Non treated cells 

7.66 7.66 

Cellules traitées  
/ Treated cells 

7.33 7.50 
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 3) Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 
suppression of disinfectant activity  
 
 
 

Produit / Product Concentration Log10 DICT50 (FR)/ 
Log10 TCID50 (RF) 

Témoin virus / Virus control n.a. 5.50 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 80% 5.16* (0.34) 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 50% 5.33* (0.17) 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 5% 5.50 (0.00) 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 0.1% 5.50 (0.00) 

  
 
 Légende / legend : 
 FR/RF : Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log) 
 * : Arrêt de l’activité du produit sur colonne lavée avec une solution de SAB à 0,5% 
/ Suppression of product activity on column washed with 0.5% BSA 
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 4) Evaluation de l’effet virucide du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 
4% / Evaluation of virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% : 
 
  
Tableau des résultats de virucidie du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 

en conditions de propreté sur la souche HF de l’Herpesvirus Humain de type 1  

 

Table on virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% in clean conditions on Human Herpesvirus 
type 1 strain HF 

 

Log10 DICT50 après xx 
min (FR)/ Log10 TCID50 

after xx min (RF) Produit / Product Concentration 

Substance 
interférente 
/ Interfering 

solution 0 0.5 1.5 3 

>4 log réduction 
après xx min / >4 
log reduction after xx 

min 

Témoin virus / 
Virus control 

n.a. 5.83 n.t. n.t. 5.66 n.a. 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

80% 1.50(a)

(4.33)
1.50(a)

(4.33)
1.50(a)

(4.33)
1.50(a) 
(4.33) 

≥0.5 min 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

50% 1.50(a)

(4.33)
1.50(a)

(4.33)
1.50(a)

(4.33)
1.50(a) 
(4.33) 

≥0.5 min 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

5% 1.33 
(4.50)

0.50 
(5.33)

0.50 
(5.33)

0.50 
(5.33) 

≥0.5 min 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

0.1% 

PBS 

5.66 
(0.16) n.t. n.t. 

4.83 
(1.00) 

>3 min 
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Tableau des résultats de virucidie du Formaldéhyde 0,7% sur la souche HF de l’Herpesvirus 
Humain de type 1 

 

Table on virucidal activity of 0.7% Formaldehyde on Human Herpesvirus type 1 strain HF 

 

Log10 DICT50 après xx min (FR)/ 
Log10 TCID50 after xx min (RF) Produit / Product Concentration 

Substance 
interférente 
/ Interfering 

solution 
<0.5 5 15 30 60 

>4 log réduction 
après xx min / >4 log 

reduction after xx min 

Témoin virus / 
Virus control 

n.a. 5.83 n.t. n.t. n.t. 5.66 n.a. 

Formaldéhyde 
/ Formaldehyde 

0.7% 

PBS 
5.00 

(0.83)
3.66 

(2.17)
2.66 

(3.17)
1.16 

(4.67)
0.50 

(5.50) 
≥30 min 

 
Légende / legend : 
n.a. : non applicable / non applicable 
n.t. : non soumis à l’essai / non tested 
FR/RF : Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log) 
(a) : A cause de la toxicité cellulaire de la dilution 1/10 du mélange filtré le titre en virus 
apparaît supérieur. Le FR peut-être sous-estimé/ Due to cellular toxicity of the dilution 1/10 of the 
filtered mixture, virus titer is higher. The RF may be underestimated. 
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VI- Conclusion / Conclusion 
 
  Le produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% est actif à la concentration 
de 80%, 50% et 5% après un temps de contact de 30 secondes, selon la norme NF EN 
14476+A1, dans des conditions de propreté vis-à-vis de la souche HF d’Herpesvirus 
humain de type 1.  
 
  Product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% is active at the concentration of 80%, 50% and 
5% after 30 seconds of exposure time, according to the standard NF EN 14476+A1, in clean conditions 
against the Human Herpesvirus type 1 strain HF. 
 
 

Lille, le 12 août 2011 
 
Responsable technique       Chef de Service 
 

  
 
Dr. P. E. LOBERT        Pr. D. HOBER
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Annexe 1 / Annex 1 : 
 

Représentation graphique des résultats de virucidie de DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% en conditions de propreté  

vis-à-vis de l’Herpesvirus Humain de type 1 
Figure of virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% in clean conditions against the 

Human Herpevirus type 1 
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I- Introduction / Introduction 
  
  A la demande de la société ANIOS, le désinfectant DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% a été évalué pour ses propriétés inactivatrices contre la souche 
SA-11 de Rotavirus simien. L'essai a été effectué selon la norme NF EN 14476+A1 : 
Antiseptiques et désinfectants chimiques – Essai virucide quantitatif de suspension pour 
les antiseptiques et désinfectants chimiques utilisés en médecine humaine – Janvier 2007. 
 
  As requested by the ANIOS Society, the DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% disinfectant 
was evaluated for its virucidal inactivating properties against Simian Rotavirus strain SA-11. The testing was 
carried out in accordance with the standard of NF EN 14476+A1: Chemical disinfectants and antiseptics – 
Virucidal quantitative suspension test for chemical disinfectants and antiseptics used in human medicine – 
January 2007. 
 
 
 
II- Identification du produit / Identification of sample 
 
 - Nom du produit / Name of the product : DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 
 - Fabricant / Manufacturer : Laboratoires ANIOS 
 - N° de lot – N° de formule / Lot N° - Formula N° : JO344 10 05 
 - Date de réception / Date of receipt : 15/06/11 
 - Application / Use : Lavage hygiénique et désinfection chirurgicale des mains / Hygienic 
hands washing and surgical hands disinfection  
 - Aspect du produit / Appearance of product : Liquide limpide et rose / Clear and pink liquid 
 - pH du produit / pH Value : Non Dilué (20°C) pH=5,40 / Undiluted (20°C) pH=5.40 
 - Conditions de stockage / Conditions of storage : Température ambiante, à l’abri de la 
lumière / Room temperature in the dark 
 
III- Conditions expérimentales / Experimental conditions 
 
 - Période d’essai / Period of analysis : du 01/07/11 au 27/07/11 / Through 01/07/11 to 27/07/11 
 - Température d’essai / Test temperature : 20°C +/- 1°C 
 - Concentrations en produit testées / Concentration of test product : 80%, 50% et / and 5% 
 - Temps de contact / Contact times : 30 secondes / seconds, 1.5 et / and 3 minutes  
 - Diluant du produit / Diluent of product : Eau pour préparation injectable / Water for injection 
 - Substances interférentes / Interfering substances : Solution tamponnée au phosphate 
(PBS) / Phosphate buffer saline (PBS)  
 - Méthode pour stopper l’activité du produit / Procedure to inactivate the product : Gel filtration 
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IV- Matériel et Méthodes / Material and methods 
 
 1- Matériel / Material 
 

a) Virus / Virus 
 

  La souche SA-11 de Rotavirus Simien (ATCC VR-1565) a été fournie par la société 
LGC Promochem (Molsheim, France). 
 
  The Simian Rotavirus strain SA-11 (ATCC VR-1565) was obtained from LGC Promochem (Molsheim, 
France). 
 
  b) Lignée cellulaire / Cell line 
 
  La lignée cellulaire MA-104 utilisée avec le Rotavirus SA-11 provient de l’European 
Collection of Cell Cultures (ECACC) (Sigma-Aldrich, L’isle d’Abeau Chesnes, France). 
 
  The MA-104 cell line used with the simian Rotavirus SA-11 was obtained from the European 
Collection of Cell Cultures (ECACC) (Sigma-Aldrich, L’isle d’Abeau Chesnes, France). 
 
 2- Méthodes d’essai / Methods 
 

a) Titrage viral / Determination of infectivity 
 
  Les suspensions virales traitées ou non traitées par le produit à tester sont diluées 
en série de 10-1 à 10-8, dans du Milieu MEM de Eagle (EMEM, Invitrogen, France) glacé 
avec 1µg/ml de trypsine (Sigma, France). 0,1 ml de chaque dilution est ensuite transféré 
dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant un tapis monocellulaire pré-
établi de cellules MA-104, en commençant par la dilution la plus élevée. Après une heure 
d’incubation à 37°C en présence de 5% de CO2, 0,1 ml de milieu de culture est additionné 
à chaque puits. La lecture de l’effet cytopathogène (ECP) se fait au microscope inversé 
après 5 et 7 jours d’incubation. Le calcul du titre de l’infectivité virale (log10 DICT50/ml) est 
déterminé par la méthode Spearman-Karber. 
 
  The viral suspensions treated or non-treated with the product were diluted from 10-1 to 10-8 in ice-cold 
Eagle’s Medium (EMEM, Invitrogen, France) containing 1µg/ml trypsin (Sigma, France). 0.1 ml of each dilution 
was transferred, beginning with the highest dilution, into six wells of a 96 wells microtitre plate with an 
established MA-104 monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-atmosphere. 1 h after 
0.1 ml of culture medium was added to each well. The cytopathic effect (CPE) was read by using an inverted 
microscope after 5 and 7 days in a 5% CO2-atmosphere. Calculation of estimated virus concentration (log10 
TCID50/ml) was carried out by the Spearman-Karber method.  
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b) Détermination de la concentration subcytotoxique du produit / Determination of 
cytotoxicity of the product 

 
  Les solutions d’essai du produit additionnées de 1/5ème d’eau pour préparation 
injectable sont diluées de 10-1 à 10-8 dans du milieu EMEM glacé contenant 1µg/ml de 
trypsine. 0,1 ml de chaque dilution est distribué dans 6 puits d’une plaque 96 puits de 
microtitration contenant un tapis monocellulaire pré-établi de cellules MA-104. Après une 
incubation d’une heure à 37°C en présence de 5% de CO2, 0,1 ml de milieu de culture est 
ajouté aux puits. L’effet subcytotoxique est apprécié après une incubation de 5 et 7 jours à 
37°C en présence de 5% de CO2. 
 
  For determination of cytotoxicity of the disinfectant solutions, eight parts by volume of solutions of 
disinfectant mixed with two parts by volume of water for injection, were diluted from 10-1 to 10-8 with ice-cold 
EMEM containing 1µg/ml trypsin. 0.1 ml of each dilution was transferred, into six wells of a 96 wells microtitre 
plate with an established MA-104 monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-
atmosphere. 1 h after 0.1 ml of culture medium was added to each well. The cytotoxic effect was read after 5 
and 7 days at 37°C in a 5% CO2-atmosphere. 
 

c) Elimination de la cytotoxicité du produit / Elimination of cytotoxicity 
 
  Les solutions d’essai du produit additionnées de 1/5ème d’eau pour préparation 
injectable, sont filtrées sur colonne Microspin S-400 HR (GE Healthcare). Les filtrats sont 
ensuite dilués de 10-1 à 10-8 dans du milieu EMEM glacé contenant 1µg/ml de trypsine. 0,1 
ml de chaque dilution est distribué dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration 
contenant un tapis monocellulaire pré-établie de cellules MA-104. Après une incubation 
d’une heure à 37°C en présence de 5% de CO2, 0,1 ml de milieu de culture est ajouté aux 
puits. L’effet subcytotoxique est apprécié après une incubation de 5 et 7 jours à 37°C en 
présence de 5% de CO2. 
 
  For elimination of cytotoxicity of the disinfectant solutions, eight parts by volume of solutions of 
disinfectant mixed with two parts by volume of water for injection, were filtrated on Microspin S-400 HR column 
(GE Healthcare). Then filtrates were diluted from 10-1 to 10-8 with ice-cold EMEM + 1µg/ml trypsin. 0.1 ml of 
each dilution was transferred, into six wells of a 96 wells microtitre plate with an established MA-104 
monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-atmosphere. 1 h after 0.1 ml of culture 
medium was added to each well. The cytotoxic effect was read after 5 and 7 days at 37°C in a 5% CO2-
atmosphere. 
 

d) Sensibilité des cellules au virus / Cell sensitivity to virus 
 

  Un titrage comparatif du virus est réalisé sur les cellules MA-104 traitées ou non par 
le désinfectant afin de tester la réduction de sensibilité des cellules au virus en présence 
du produit. 0,1 ml de la plus basse dilution en milieu EMEM contenant 1µg/ml de trypsine 
apparemment non cytotoxique du désinfectant ou de PBS dilué en milieu EMEM 
contenant 1µg/ml de trypsine est distribué dans 8 x 6 puits d’une plaque 96 puits de 
microtitration contenant un tapis monocellulaire pré-établie de cellules MA-104. Après 1 h 
à 37°C en présence de 5% de CO2, le milieu de culture est éliminé des puits et 0,1 ml de 
virus dilués de 10-1 à 10-8 dans du milieu de culture à 2% de SVF, est distribué en parallèle 
sur les cellules traitées ou non traitées. La lecture de l’effet cytopathogène (ECP) se fait 
après 5 et 7 jours d’incubation à 37°C en présence de 5% de CO2 et le titre viral est 
calculé. 
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A comparative virus titration is performed on MA-104 cells that have or have not been treated with the 
disinfectant to check the reduction of the cells sensitivity to the virus. 0.1 ml of the lowest apparently non-
cytotoxic dilution of the disinfectant in EMEM + 1µG/ml trypsin or of PBS diluted in EMEM + 1µg/ml trypsin are 
distributed onto 8 x 6 wells of a 96 wells microtitre plate with an established MA-104 monolayer. After 1 h at 
37°C in a 5% CO2-atmosphere, culture medium is removed from the wells and 0.1 ml of virus diluted from 10-1 
to 10-8 with culture medium + 1µg/ml trypsin was added on treated or untreated cells in parallel. The cytopathic 
effect (CPE) was read after 5 and 7 days at 37°C in a 5% CO2-atmosphere and the virus titer was calculated. 
 

e) Mesure de l’activité virucide du produit / Determination of virucidal activity 
 
  Les essais de virucidie du produit consistent à mettre en contact 1 volume de 
suspension de virus avec 1 volume de substance interférente et 8 volumes de la solution 
d’essai. Après différents temps de contact à une température de 20°C +/- 1°C, un aliquot 
de mélange est prélevé et filtré sur colonne Microspin S-400 HR. La quantité de virus 
résiduel dans le filtrat a été évaluée par la technique de titrage sur cellule MA-104. 
  L’activité virucide du produit test est mesurée en calculant la chute du titre viral 
obtenu après traitement par comparaison avec un témoin de titrage obtenu en absence de 
désinfectant. Le résultat est exprimé en facteur de réduction (FR). 
 
  To test the virucidal activity of the product 1 part by volume of virus was incubated at 20°C +/- 1°C 
with 1 part by volume of interfering substances and 8 parts by volume of the solution of disinfectant. After 
different incubation time, an aliquot of mixture was taken and filtered on Microspin S-400 HR column. The 
quantity of residual virus in the filtrate was evaluated by titration on MA-104 cell. 
  The virucidal activity of the test disinfectant was evaluated by calculating the decrease in titre in 
comparison with the control titration without disinfectant. The results are expressed as reduction factor (RF). 
 
 

f) Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 
suppression of disinfectant activity 

 
  Huit Volumes des solutions d’essai du produit sont additionnés à 1 volume de milieu 
de culture et 1 volume de substance interférente. Immédiatement après la préparation du 
mélange, au temps 0, 0,1ml du mélange sont filtrées sur colonne Microspin S-400 HR. Les 
filtrats additionnés de 1/10ème de virus sont ensuite incubés pendant 30 min dans un bain 
de glace fondante. Puis les suspensions virales sont diluées de 10-1 à 10-8 dans du milieu 
de culture glacé et la quantité de virus résiduel est évaluée par la technique de titrage sur 
cellule MA-104. 
 
  Eight parts by volume of solutions of disinfectant are mixed with 1 part by volume of interfering 
substances and 1 part by volume of culture medium. Immediately after preparation of the mixture, at time 0, 
0.1ml of the mixtures are filtered on Microspin S-400 HR column. Then nine parts by volume of the filtrates are 
mixed with one part by volume of virus and the mixtures are leaved in an ice bath for 30 min. Then the viral 
suspensions were diluted from 10-1 to 10-8 in ice-cold culture medium and the quantity of residual virus was 
evaluated by titration on MA-104 cell. 
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g) Inactivation du virus au formaldéhyde à 0,7% (m/v) / Inactivation of virus with 0.7% 
(w/v) formaldehyde 

 
  La suspension de virus a été soumise à des essais virucides vis-à-vis du 
formaldéhyde à 0,7% (m/v) comme substance de référence pour l’inactivation virale afin 
de contrôler l’uniformité du comportement de notre souche virale aux agents chimiques au 
cours du temps.  
  Les essais consistent à mettre en contact 1 volume de suspension de virus avec 4 
volumes de solution tamponnée au phosphate (PBS, Invitrogen, France) et 5 volumes de 
formaldéhyde à 1,4% (m/v). Après des temps de contact de 5 min, 15 min, 30 min et 60 
min à une température de 20°C +/- 1°C, un aliquote de mélange est prélevé et filtré sur 
colonne Microspin S-400 HR. La quantité de virus résiduel dans le filtrat a été évaluée par 
la technique de titrage sur cellule MA-104. 
 
 
  The suspension of virus was subjected to virucidal tests against 0.7% (w/v) formaldehyde solution as 
reference substance for viral inactivation in order to control the uniformity of the behaviour of our virus stock to 
the chemical agents during the time. 
  To test the virucidal activity 1 part by volume of virus was incubated with 4 parts by volume of 
phosphate buffered saline (PBS, Invitrogen, France) and 5 parts by volume of 1.4% (w/v) formaldehyde. After 
incubation time of 5 min, 15 min, 30 min and 60 min at 20°C +/- 1°C, an aliquot of mixture was taken and 
filtered on Microspin S-400 HR column. The quantity of residual virus in the filtrate was evaluated by titration 
on MA-104 cell. 
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V- Résultats / Results 
 

1) Détermination de la dilution subcytotoxique du produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% et du filtrat sur colonne Microspin / Determination of subcytotoxic 
dilution of product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% and filtrate on Microspin column : 

 
 

Dilution subcytotoxique / subcytotoxic dilution  
 Méthode / Method Dermanios 

Scrub 
Chlorhexidine 

4% 
(80%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(50%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(5%) 

Formaldéhyde 
(0,7%) / Formaldehyde 

(0.7%) 

Technique par dilution / 
Dilution method 1/10 000 1/10 000 1/1 000 1/10 000 

Filtration sur Microspin 
/ Microspin filtration 1/100 1/100 1/10 1/50 

 
 
 
 2) Evaluation de la sensibilité des cellules au virus suite au traitement par le produit 
DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% ou le Formaldéhyde à 0,7% / Evaluation of Cell 
sensitivity to virus after treatment with DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% or 0.7% Formaldehyde 
 
 
 

 Log10 DICT50 / Log10 TCID50 

 

DERMANIOS 
SCRUB 

CHLORHEXIDINE 
4%  

(80%) 

Formaldéhyde 
(0,7%) / Formaldehyde 

(0.7%) 

Cellules non traitées  
/ Non treated cells 

7.16 7.16 

Cellules traitées  
/ Treated cells 

7.33 7.33 
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 3) Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 
suppression of disinfectant activity  
 
 
 

Produit / Product Concentration Log10 DICT50 (FR)/ 
Log10 TCID50 (RF) 

Témoin virus / Virus control n.a. 6.33 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 80% 6.16* (0.17) 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 50% 6.16 * (0.17) 

Dermanios Scrub Chlorhexidine 4% 5% 6.33 (0.00) 

  
 
 Légende / legend : 
 FR/RF : Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log) 
 * : Arrêt de l’activité du produit sur colonne lavée avec une solution de SAB à 0,5% 
/ Suppression of product activity on column washed with 0.5% BSA 
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 4) Evaluation de l’effet virucide du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 
4% / Evaluation of virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% : 
  
Tableau des résultats de virucidie du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 

en conditions de propreté sur la souche SA-11 de Rotavirus  

Table on virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% in clean conditions on 
Rotavirus strain SA-11 

Log10 DICT50 après xx 
min (FR)/ Log10 TCID50 

after xx min (RF) Produit / Product Concentration 

Substance 
interférente 
/ Interfering 

solution 0 0.5 1.5 3 

>4 log réduction 
après xx min / >4 
log reduction after xx 

min 

Témoin virus / 
Virus control 

n.a. 6.16 n.t. n.t. 6.00 n.a. 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

80% 3.33 
(2.83)

2.00(a)

(4.16)
1.66(a)

(4.50)
1.50(a) 
(4.66) 

≥0.5 min 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

50% 4.16 
(2.00)

4.00 
(2.16)

2.00(a)

(4.16)
1.50(a) 
(4.66) 

≥1.5 min 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

5% 

PBS 

6.16 
(0.00)

5.83 
(0.67)

5.66 
(0.50)

5.00 
(1.16) 

>3 min 

 
Tableau des résultats de virucidie du Formaldéhyde 0,7% sur la souche SA-11 de Rotavirus 

Table on virucidal activity of 0.7% Formaldehyde on Rotavirus strain SA-11 

Log10 DICT50 après xx min (FR)/ 
Log10 TCID50 after xx min (RF) Produit / Product Concentration 

Substance 
interférente 
/ Interfering 

solution 
0 5 15 30 60 

>4 log réduction 
après xx min / >4 log 

reduction after xx min 

Témoin virus / 
Virus control 

n.a. PBS 5.83 n.t. n.t. n.t. 5.83 n.a. 

Formaldéhyde 
/ Formaldehyde 

0.7% PBS 6.00 
(0.00)

5.66 
(0.17)

4.83 
(1.00)

4.00 
(1.83)

3.33 
(2.50) 

>60 min 

Légende / legend : 
n.a. : non applicable / non applicable 
n.t. : non soumis à l’essai / non tested 
FR/RF : Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log) 
(a) : A cause de la toxicité cellulaire de la dilution 1/10 du mélange filtré le titre en virus 
apparaît supérieur. Le FR peut-être sous-estimé/ Due to cellular toxicity of the dilution 1/10 of the 
filtered mixture, virus titer is higher. The RF may be underestimated. 
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VI- Conclusion / Conclusion 
 
  Le produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% est actif à la concentration 
de 80% après un temps de contact de 30 secondes, selon la norme NF EN 14476+A1, 
dans des conditions de propreté vis-à-vis de la souche SA-11 de Rotavirus.  
  Le produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% est actif à la concentration 
de 50% après un temps de contact de 1,5 minutes, selon la norme NF EN 14476+A1, 
dans des conditions de propreté vis-à-vis de la souche SA-11 de Rotavirus.  
 
  Product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% is active at the concentration of 80% after 30 
seconds of exposure time, according to the standard NF EN 14476+A1, in clean conditions against the 
Rotavirus strain SA-11. 
  Product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% is active at the concentration of 50% after 1.5 
minutes of exposure time, according to the standard NF EN 14476+A1, in clean conditions against the 
Rotavirus strain SA-11. 
 
 

Lille, le 12 août 2011 
 
Responsable technique       Chef de Service 
 

  
 
Dr. P. E. LOBERT        Pr. D. HOBER
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Annexe 1 / Annex 1 : 
 

Représentation graphique des résultats de virucidie du produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% en conditions de propreté vis-à-vis du Rotavirus 

Figure of virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% in clean conditions against 
Rotavirus 
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I- Introduction / Introduction 
  
  A la demande de la société ANIOS, le désinfectant DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% a été évalué pour ses propriétés inactivatrices contre une souche 
clinique du Virus Respiratoire Syncytial (VRS). L'essai a été effectué selon la norme NF 
EN 14476+A1 : Antiseptiques et désinfectants chimiques – Essai virucide quantitatif de 
suspension pour les antiseptiques et désinfectants chimiques utilisés en médecine 
humaine – Janvier 2007. 

 

  As requested by the ANIOS Society, the DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% disinfectant 
was evaluated for its virucidal inactivating properties against Respiratory Syncytial Virus (RSV) a clinical strain. 
The testing was carried out in accordance with the standard of NF EN 14476+A1: Chemical disinfectants and 
antiseptics – Virucidal quantitative suspension test for chemical disinfectants and antiseptics used in human 
medicine – January 2007. 

 
II- Identification du produit / Identification of sample 
 
 - Nom du produit / Name of the product : DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 

 - Fabricant / Manufacturer : Laboratoires ANIOS 
 - N° de lot – N° de formule / Lot N° - Formula N° : JO344 10 05 

 - Date de réception / Date of receipt : 15/06/11 

 - Application / Use : Nettoyage et désinfection des mains / Washing and disinfection of hands  

 - Aspect du produit / Appearance of product : Liquide limpide et rose / Clear and pink liquid 

 - pH du produit / pH Value : Non Dilué (20°C) pH=5,40 / Undiluted (20°C) pH=5.40 

 - Conditions de stockage / Conditions of storage : Température ambiante, à l’abri de la 
lumière / Room temperature in the dark 
 
 
III- Conditions expérimentales / Experimental conditions 
 
 - Période d’essai / Period of analysis : du 28/09/11 au 29/12/11 / Through 28/09/11 to 29/12/11 

 - Température d’essai / Test temperature : 20°C +/- 1°C 

 - Concentrations en produit testées / Concentration of test product : 80%, 50%, 5% et / and 
0.1%  

 - Temps de contact / Contact times : 30 secondes / seconds, 1.5 et / and 3 minutes  

 - Diluant du produit / Diluent of product : Eau pour préparation injectable / Water for injection 

 - Substances interférentes / Interfering substances : Solution tamponnée au phosphate 
(PBS) / Phosphate buffer saline (PBS)  

 - Méthode pour stopper l’activité du produit / Procedure to inactivate the product : Gel filtration 
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IV- Matériel et Méthodes / Material and methods 
 
 1- Matériel / Material 
 

a) Virus / Virus 
 

  La souche clinique du Virus Respiratoire Syncytial (VRS) est une souche fournie 
par le laboratoire de virologie du CHRU de Lille (Pr Didier Hober) (France) 
 
  Respiratory Syncytial Virus (RSV) is a clinical strain supplied by the laboratory of virology (Pr Didier 
Hober), CHRU of Lille (France). 

 
  b) Lignée cellulaire / Cell line 
 
  La lignée cellulaire Hep-2 (ATCC CCL-23) utilisée avec le Virus Respiratoire 
Syncytial (VRS) provient de l’European Collection of Cell Cultures (ECACC) (Sigma-
Aldrich, L’isle d’Abeau Chesnes, France). 

 

  The Hep-2 cell line (ATCC CCL-23) used with the Respiratory Syncytial Virus (VRS) was obtained 
from the European Collection of Cell Cultures (ECACC) (Sigma-Aldrich, L’isle d’Abeau Chesnes, France). 

 
 2- Méthodes d’essai / Methods 
 

a) Titrage viral / Determination of infectivity 
 
  Les suspensions virales traitées ou non traitées par le produit à tester sont diluées 
en série de 10-1 à 10-8, dans du Milieu Minimum Essentiel de Eagle (MEM, Invitrogen, 
France) avec 2% de Sérum de Veau Fœtal (Gibco). 0,1 ml de chaque dilution est ensuite 
transféré dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant un tapis 
monocellulaire pré-établi de cellules Hep-2, en commençant par la dilution la plus élevée. 
Après une heure d’incubation à 37°C en présence de 5% de CO2, 0,1 ml de milieu de 
culture est additionné à chaque puits. La lecture de l’effet cytopathogène (ECP) se fait au 
microscope inversé après 10 et 12 jours d’incubation. Le calcul du titre de l’infectivité virale 
(log10 DICT50/ml) est déterminé par la méthode Spearman-Karber. 
 
  The viral suspensions treated or non-treated with the product were diluted from 10-1 to 10-8 in ice-cold 
Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM, Invitrogen, France) containing 2% fetal bovin serum (Gibco). 0.1 ml 
of each dilution was transferred, beginning with the highest dilution, into six wells of a 96 wells microtitre plate 
with an established Hep-2 monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-atmosphere. 1 h 
after 0.1 ml of culture medium was added to each well. The cytopathic effect (CPE) was read by using an 
inverted microscope after 10 and 12 days in a 5% CO2-atmosphere. Calculation of estimated virus 
concentration (log10 TCID50/ml) was carried out by the Spearman-Karber method.  
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b) Détermination de la concentration subcytotoxique du produit / Determination of 
cytotoxicity of the product 

 
  Les solutions d’essai du produit additionnées de 1/5ème d’eau pour préparation 
injectable sont diluées de 10-1 à 10-8 dans du milieu de culture à 2% de SVF. 0,1 ml de 
chaque dilution est distribué dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant 
un tapis monocellulaire pré-établi de cellules Hep-2. Après une incubation d’une heure à 
37°C en présence de 5% de CO 2, 0,1 ml de milieu de culture est ajouté aux puits. L’effet 
subcytotoxique est apprécié après une incubation de 5 et 7 jours en présence de 5% de 
CO2. 
 
  For determination of cytotoxicity of the disinfectant solutions, eight parts by volume of solutions of 
disinfectant mixed with two parts by volume of water for injection, were diluted from 10-1 to 10-8 with culture 
medium containing 2% Fetal Calf serum. 0.1 ml of each dilution was transferred, into six wells of a 96 wells 
microtitre plate with an established Hep-2 monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-
atmosphere. 1 h after 0.1 ml of culture medium was added to each well. The cytotoxic effect was read after 5 
and 7 days in a 5% CO2-atmosphere. 

 
c) Elimination de la cytotoxicité du produit / Elimination of cytotoxicity 

 
  Les solutions d’essai du produit additionnées de 1/5ème d’eau pour préparation 
injectable, sont filtrées sur colonne Microspin S-400 HR (GE Healthcare). Les filtrats sont 
ensuite dilués de 10-1 à 10-8 dans du milieu de culture à 2% de SVF. 0,1 ml de chaque 
dilution est distribué dans 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant un tapis 
monocellulaire pré-établie de cellules Hep-2. Après une incubation d’une heure à 37°C en 
présence de 5% de CO2, 0,1 ml de milieu de culture est ajouté aux puits. L’effet 
subcytotoxique est apprécié après une incubation de 5 et 7 jours à 37°C en présence de 
5% de CO2. 
 
  For elimination of cytotoxicity of the disinfectant solutions, eight parts by volume of solutions of 
disinfectant mixed with two parts by volume of water for injection, were filtrated on Microspin S-400 HR column 
(GE Healthcare). Then filtrates were diluted from 10-1 to 10-8 with ice-cold culture medium + 2% Fetal Calf 
serum. 0.1 ml of each dilution was transferred, into six wells of a 96 wells microtitre plate with an established 
Hep-2 monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% CO2-atmosphere. 1 h after 0.1 ml of 
culture medium was added to each well. The cytotoxic effect was read after incubation during 5 and 7 days in 
a 5% CO2-atmosphere. 

 
d) Sensibilité des cellules au virus / Cell sensitivity to virus 
 

  Un titrage comparatif du virus est réalisé sur les cellules traitées ou non par le 
désinfectant afin de tester la réduction de sensibilité des cellules au virus en présence du 
produit. 0,1 ml de la plus basse dilution en milieu de culture à 2% de SVF apparemment 
non cytotoxique du désinfectant ou de PBS dilué en milieu de culture à 2% de SVF est 
distribué dans 8 x 6 puits d’une plaque 96 puits de microtitration contenant un tapis 
monocellulaire pré-établie de cellules Hep-2. Après 1 h à 37°C en présence de 5% de 
CO2, 0,1 ml de virus dilués de 10-1 à 10-8 dans du milieu de culture à 2% de SVF, est 
distribué en parallèle sur les cellules traitées ou non traitées. La lecture de l’effet 
cytopathogène (ECP) se fait après 10 et 12 jours d’incubation à 37°C en présence de 5% 
de CO2 et le titre viral est calculé. 
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A comparative virus titration is performed on Hep-2 cells that have or have not been treated with the 
disinfectant to check the reduction of the cells sensitivity to the virus. 0.1 ml of the lowest apparently non-
cytotoxic dilution of the disinfectant in culture medium containing 2% Fetal Calf serum or of PBS diluted in 
culture medium containing 2% Fetal Calf serum are distributed onto 8 x 6 wells of a 96 wells microtitre plate 
with an established Hep-2 monolayer. After 1 h at 37°C in a 5% CO2-atmosphere, 0.1 ml of virus diluted from 
10-1 to 10-8 with culture medium containing 2% Fetal Calf serum was added on treated or untreated cells in 
parallel. The cytopathic effect (CPE) was read after incubation during 10 and 12 days at 37°C in a 5% CO2-
atmosphere and the virus titer was calculated  

 
e) Mesure de l’activité virucide du produit / Determination of virucidal activity 

 
  Les essais de virucidie du produit consistent à mettre en contact 1 volume de 
suspension de virus avec 1 volume de substance interférente et 8 volumes de la solution 
d’essai. Après différents temps de contact à température ambiante, un aliquote de 
mélange est prélevé et filtré sur colonne Microspin S-400 HR. La quantité de virus résiduel 
dans le filtrat a été évaluée par la technique de titrage sur cellule Hep-2. 
  L’activité virucide du produit test est mesurée en calculant la chute du titre viral 
obtenu après traitement par comparaison avec un témoin de titrage obtenu en absence de 
désinfectant. Le résultat est exprimé en facteur de réduction (FR). 
 
  To test the virucidal activity of the product 1 part by volume of virus was incubated at room 
temperature with 1 part by volume of interfering substances and 8 parts by volume of the solution of 
disinfectant. After different incubation time, an aliquot of mixture was taken and filtered on Microspin S-400 HR 
column. The quantity of residual virus in the filtrate was evaluated by titration on Hep-2 cell. 

  The virucidal activity of the test disinfectant was evaluated by calculating the decrease in titre in 
comparison with the control titration without disinfectant. The results are expressed as reduction factor (RF). 

 

 
f) Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 

suppression of disinfectant activity 
 
  Huit Volumes des solutions d’essai du produit sont additionnés à 1 volume de milieu 
de culture et 1 volume de substance interférente. Immédiatement après la préparation du 
mélange, au temps 0, 0,1ml du mélange sont filtrées sur colonne Microspin S-400 HR. Les 
filtrats additionnés de 1/10ème de virus sont ensuite incubés pendant 30 min dans un bain 
de glace fondante. Puis les suspensions virales sont diluées de 10-1 à 10-8 dans du milieu 
de culture glacé et la quantité de virus résiduel est évaluée par la technique de titrage sur 
cellule Hep-2. 
 
  Eight parts by volume of solutions of disinfectant are mixed with 1 part by volume of interfering 
substances and 1 part by volume of culture medium. Immediately after preparation of the mixture, at time 0, 
0.1ml of the mixtures are filtered on Microspin S-400 HR column. Then nine parts by volume of the filtrates are 
mixed with one part by volume of virus and the mixtures are leaved in an ice bath for 30 min. Then the viral 
suspensions were diluted from 10-1 to 10-8 in ice-cold culture medium and the quantity of residual virus was 
evaluated by titration on Hep-2 cell. 
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g) Inactivation du virus au formaldéhyde à 0,7% (m/v) / Inactivation of virus with 0.7% 
(w/v) formaldehyde 

 
  La suspension de virus a été soumise à des essais virucides vis-à-vis du 
formaldéhyde à 0,7% (m/v) comme substance de référence pour l’inactivation virale afin 
de contrôler l’uniformité du comportement de notre souche virale aux agents chimiques au 
cours du temps.  
  Les essais consistent à mettre en contact 1 volume de suspension de virus avec 4 
volumes de solution tamponnée au phosphate (PBS, Invitrogen, France) et 5 volumes de 
formaldéhyde à 1,4% (m/v). Après des temps de contact de 5 min, 15 min, 30 min et 60 
min à une température de 20°C +/- 1°C, un aliquote de mélange est prélevé et filtré sur 
colonne Microspin S-400 HR. La quantité de virus résiduel dans le filtrat a été évaluée par 
la technique de titrage sur cellule MDBK. 
 
  The suspension of virus was subjected to virucidal tests against 0.7% (w/v) formaldehyde solution as 
reference substance for viral inactivation in order to control the uniformity of the behaviour of our virus stock to 
the chemical agents during the time. 

  To test the virucidal activity 1 part by volume of virus was incubated with 4 parts by volume of 
phosphate buffered saline (PBS, Invitrogen, France) and 5 parts by volume of 1.4% (w/v) formaldehyde. After 
incubation time of 5 min, 15 min, 30 min and 60 min at 20°C +/- 1°C, an aliquot of mixture was taken and 
filtered on Microspin S-400 HR column. The quantity of residual virus in the filtrate was evaluated by titration 
on MDBK cell. 
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V- Résultats / Results 
 
 1) Détermination de la dilution subcytotoxique du produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% et du filtrat sur colonne Microspin / Determination of subcytotoxic dilution 
of product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% and filtrate on Microspin column : 
 
 

Méthode / 
Method 

Dilution subcytotoxique / subcytotoxic dilution 
Dermanios 

Scrub 
Chlorhexidine 

4% 
(80%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(50%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(5%) 

Dermanios 
Scrub 

Chlorhexidine 
4% 

(0.1%) 

Formaldéhyde 
(0,70%) / 
Formaldehyde 

(0.70%) 

Technique par 
dilution / Dilution 
method 

1/10 000 1/10 000 1/1 000 1/500 1/10 000 

Filtration sur 
Microspin / 
Microspin filtration 

1/100 1/100 1/10 1/10 1/50 

 
 
 2) Evaluation de la sensibilité des cellules au virus suite au traitement par le produit 
DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4%  ou le Formaldéhyde à 0,7% / Evaluation of Cell 
sensitivity to virus after treatment with DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% or 0.7% Formaldehyde 
 
 

 
 

Log10 DICT50 / Log10 TCID50 

 
DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% 

(80%) 

Formaldéhyde 
(0,70%) /  

Formaldehyde (0.70%) 

Cellules non traitées  
/ Non treated cells 

6.50 6.50 

Cellules traitées  
/ Treated cells 

6.16 6.33 
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3) Contrôle de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du désinfectant / Control of efficiency for 
suppression of disinfectant activity  
 
 
 

Produit / Product Concentration 
Log10 DICT50 (FR)/ 
Log10 TCID50 (RF) 

Témoin virus / 
Virus control 

n.a. 4.83 

DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% 

80% 4.50* (0.33) 

DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% 

50% 4.66* (0.17) 

DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% 

5% 4.83 (0.00) 

DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% 

0.1% 4.83 (0.00) 

  
 
 
 Légende / legend : 
 FR/RF : Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log) 
 * : Arrêt de l’activité du produit sur colonne lavée avec une solution de SAB à 
0,5% / Suppression of product activity on column washed with 0.5% BSA 
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 4) Evaluation de l’effet virucide du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 
4% / Evaluation of virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% : 
  
 

Tableau des résultats de virucidie du produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% 
en conditions de propreté sur le Virus Respiratoire Syncytial (VRS souche sauvage) 

Table on virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% in clean conditions on 

Respiratory Syncytial Virus (RSV wild strain) 

 

 

Produit / Product Concentration 

Substance 
interférente 
/ Interfering 
solution 

Log10 DICT50 après xx 
min (FR)/ Log10 TCID50 

after xx min (RF) 

>4 log réduction 
après xx min / >4 log 
reduction after xx min 

0 0.5 1.5 3 

Témoin virus / Virus 
control 

n.a. 

PBS 

4.83 n.t. n.t. 4.66 n.a. 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

80% 1.50(a) 

(3.33) 
1.50(a) 

(3.33) 
1.50(a) 

(3.33) 
1.50(a) 

(3.33) 
≥30 sec 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

50% 1.50(a) 

(3.33) 
1.50(a) 

(3.33) 
1.50(a) 

(3.33) 
1.50(a) 

(3.33) 
≥30 sec 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

5% 0.50 

(4.33) 
0.50 

(4.33) 
0.50 

(4.33) 
0.50 

(4.33) 
≥30 sec 

Dermanios Scrub 
Chlorhexidine 4% 

0.1% 3.33 

(1.50) 
n.t. n.t. 

0.83 

(4.00) 
≥30 sec 

 
 
 
Légende / legend : 
 
n.a. : non applicable / non applicable 
n.t. : non soumis à l’essai / non tested 
FR/RF : Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log) 
(a) : A cause de la toxicité cellulaire de la dilution 1/10 du mélange filtré le titre en virus 
apparaît supérieur. Le FR peut-être sous-estimé/ Due to cellular toxicity of the dilution 1/10 of the 
filtered mixture, virus titer is higher. The RF may be underestimated. 
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Tableau des résultats de virucidie du Formaldéhyde 0,7% sur Virus Respiratoire Syncytial 
(VRS souche sauvage) 

Table on virucidal activity of 0.7% Formaldehyde on Respiratory Syncytial Virus (VRS wild strain) 

 

 

Produit / Product Concentration 

Substance 
interférente 
/ Interfering 
solution 

Log10 DICT50 après xx min 
(FR)/ Log10 TCID50 after xx min (RF) 

>4 log réduction 
après xx min / >4 
log reduction after xx 

min 
0 5 15 30 60 

Témoin virus / 
Virus control 

n.a. 

PBS 

4.66 n.t. n.t. n.t. 4.50 n.a. 

Formaldéhyde / 
Formaldehyde 

0.7% 4.33 

(0.33) 
3.66 

(1.00) 
2.00 

(2.66) 
0.50 

(4.16) 
0.50 

(4.16) 
≥30 min 

 
Légende / legend : 
n.a. : non applicable / non applicable 
n.t. : non soumis à l’essai / non tested 
FR/RF : Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log) 
(a) : A cause de la toxicité cellulaire de la dilution 1/10 du mélange filtré le titre en virus 
apparaît supérieur. Le FR peut-être sous-estimé/ Due to cellular toxicity of the dilution 1/10 of the 
filtered mixture, virus titer is higher. The RF may be underestimated. 
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VI- Conclusion / Conclusion 
 
 Le produit DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4%  est actif à la concentration de 
5% après un temps de contact de 30 secondes, dans des conditions de propreté vis-à-vis 
d’une souche clinique du Virus Respiratoire Syncytial (VRS). 
  
 Product DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% is active at the concentration of 5% after 30 
seconds of exposure time, in clean conditions, against a clinical strain of the Respiratory Syncytial Virus 
(RSV). 
 
 

Lille, le 13 février 2012 
 
Responsable technique       Chef de Service 
 

   
 
Dr. P. E. LOBERT        Pr. D. HOBER 
 



 

   
 

 

 
Annexe 1 / Annex 1 : 
 

Représentation graphique des résultats de virucidie du produit DERMANIOS SCRUB 
CHLORHEXIDINE 4% en conditions de propreté vis-à-vis de la souche clinique du 

Virus Respiratoire Syncytial (VRS) 

Figure of virucidal activity of DERMANIOS SCRUB CHLORHEXIDINE 4% in clean conditions 
against a clinical strain of the Respiratory Syncytial Virus (RSV) 
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Rapport d’essai : N° A 20 64 13624 M

Test report : N° A 20 64 13624 M

1. Objet de la demande (Study Number) n° 39153

Antiseptiques et désinfectants chimiques. Essai quantitatif de suspension pour l'évaluation 
de l’activité levuricide de la formule 2173. Méthode d’essai et prescriptions (phase 2 - étape 
1) NF EN 13624* (Novembre 2013). Application aux désinfectants chimiques pour le lavage 
hygiénique des mains.
Indice de classement  T 72-600.
Méthode par dilution neutralisation.

Chemical antiseptics and disinfectants. Quantitative suspension test for the evaluation of the yeasticidal activity of 
the formula 2173. Test method and prescriptions (phase 2 - step 1) according to NF EN 13624* (November
2013). Application to chemical disinfectants for the hygienic handwash.
Classification index T 72-600.

Method by dilution neutralisation.

Annule et remplace le rapport A 20 64 13624 du 24/06/2020
Annul and replace the report A 20 64 13624 of 24/06/2020

Ce rapport d’essai ne concerne que le produit (cité ci après) soumis à l’essai tel qu’il a été reçu.
This trial report concerns only the product (quoted this later) subjected on approval, as it has been received.

Ce document comporte 8 pages numérotées dont 1 annexe de 1 page
This report is made of 8 numbered pages including 1 annex of 1 page

La reproduction de ce rapport d’essai n’est autorisée que sous la forme de fac- similé 
photographique intégral. Seule la version électronique fait foi.

The reproduction of this trial report is authorized only under the shape of complete photographic reproduction
Only the electronic version is valid.

* Les données fournies par le client sont identifiées par un astérisque.
* Datas provided by the customer are identified with an asterisk.
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Demande n° 39153
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 39153 GB

3. Introduction (Introduction)

L’essai a été réalisé selon la méthode d’essai décrite dans la norme européenne EN 13624 
« Désinfectants chimiques et antiseptiques- Essai quantitatif de suspension pour l’évaluation 
de l’activité fongicide en médecine (phase 2 /Etape 1) » . 

Détermination de l’activité levuricide dans les conditions de laboratoire définies par la 
présente norme européenne .

The test was realised according to the test method described in the European standard EN 13624 « Chemical 
disinfectants and antiseptics- Quantitative suspension test for the evaluation of fungicidal in the medical area».

Determination of the yeasticidal activity in the laboratory conditions defined in the present European standard .

Le rapport ci-après a été modifié en page 3/11 car une erreur concernant la déclaration en substance active 
biocide pour les anciens produits à base de CHDG a été identifiée. La composition du produit n’a pas changé. 
Cette modification n’a pas d’impact sur la conclusion du rapport.

The fallowing report has been modified on page 3/11 because an error concerning the declaration of biocidal 
active substance for old CHDG based products has been identified. The composition of the product has not 
changed.
This change has no impact on the conclusion of the report.

4. Identification de l’échantillon (Sample Identification)

Code formule*
2173                                                                                                                

Code formula*

Numéro d’identification de l’échantillon
3217 20 05 13624

Identification of the sample

Numéro de lot*
C07162

Batch number*

Nom du client*
Charline ROCHE

Customer’s name*

Fabricant*
Laboratoires ANIOS

Manufacturer*

Date de réception au laboratoire Le 23/04/20

Receipt date at the laboratory On the 23/04/20

Description de l’échantillon Solution Rose

Description of the sample Pink solution

Conditions de stockage au laboratoire* T° ambiante et obscurité

Storage conditions at the laboratory* Room temperature and darkness

Substances actives*
100 g product contains: (3,76 g) D-gluconic 

acid, compound with N,N''-bis(4-
chlorophenyl)-3,12-diimino-2,4,11,13-

tetraazatetradecanediamidine (2:1) (CHDG ; 
CAS number: 18472-51-0)

Activ substances*

Période d’essai Du 13/05/20 au 15/05/20

Period of analysis From 13/05/20 to 15/05/20
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Demande n° 39153
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 39153 GB

5. Méthode expérimentale (Experimental Method)

5.1.Conditions expérimentales (Experimental conditions)

Température de l’essai*
20°C ± 1°C

Test temperature*

Temps de contact*
30 secondes ± 5s

Contact Time*

Diluant de la formule lors des essais Eau dure

Diluent of the formula used during the test Hard water

Apparence de la formule et de ses dilutions
Préparation physiquement homogène et 

stable pendant l’essai

Appearance formula dilutions
Preparation physically homogeneous and stable 

during test

Souche testée*
o Candida albicans DSM 1386 (équivalent ATCC 10231)  

Tested strain*

Pourcentage de spores échinulées Non concerné

Spiny spores percentage JjjjjjjNot concerned

Substance interférente*
Albumine bovine à 3g/l + 3ml/l 

érythrocytes

Interfering substance* 3 g/l BSA + 3ml/l erythrocytes  

Stabilité du mélange formule et substances 
interférentes

Absence de précipité pendant l’essai

Stability of the mixture (formula and interfering substance) Precipitate absent throughout the test

Température d'incubation 30°C ± 1°C

Incubation temperature 30°C ± 1°C

5.2.Méthode par dilution neutralisation (Method by dilution neutralisation)

Nature du neutralisant utilisé o Formule : F 010

Nature of the neutralizer agent used o Formula : F 010

Neutralisant ajouté au milieu de dénombrement 10%

Neutralizer agent added to the counting medium 10%
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Demande n° 39153
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 39153 GB

6. Résultats (Results)

6.1.Essais de validation des conditions expérimentales (Validation tests)

Vérification de la méthodologie et validation de la méthode par dilution neutralisation pour la 
concentration d’essai de 50% de la formule 2173 soumise à l’essai.

Checking of the method and validation of the method by dilution neutralisation for the 50% test concentration of 
the formula 2173 to be tested.

Souche testée
Suspension 

d’essai

Inactivation par 
dilution 

neutralisation

Tested strain
Test 

suspension

Dilution 

neutralization 

control

N C

Candida albicans 1,6.107 3,9.1011,6.106 4,3.102 4,3.101 4,6.104 3,8.101 3,4.101

N 0 Nv Nv 0 NvB A B

Test suspension / 

10

Validation 

suspension

Validation 

suspension        / 

10

Validation 

suspension B 

Experimental 

conditions control

Neutralizer toxicity 

control

Nombre de cellules viables (UFC/ml) (Number of viable cells(CFU/ml))

Suspension 
d’essai / 10

Suspension 
de validation

Suspension 
de validation / 

10

Suspension de 
validation B

Validation 
conditions 

expérimentales

Non toxicité du 
neutralisant

Pour la souche soumise à l’essai - For the tested strain.   

N est compris entre 1,5 x 107 UFC/ml et 5 x 107 UFC/ml

is comprised between 1.5 x 107 CFU/ml and 5 x 107 CFU/ml

N0 est compris entre 1,5 x 106 UFC/ml et 5 x 106 UFC/ml

is comprised between 1.5 x 106 CFU/ml and 5 x 106 CFU/ml

NV est compris entre 3 x 102 UFC/ml et 1.6 x 103 UFC/ml

is comprised between 3 x 102 CFU/ml and 1.6 x 103 CFU/ml

NV0 est compris entre 3 x 101 UFC/ml et 1.6 x 102 UFC/ml

is comprised between 3 x 101 CFU/ml and 1.6 x 102 CFU/ml

NvB est compris entre 3 x 104 UFC/ml et 1.6 x 105 UFC/ml

is comprised between 3 x 104 CFU/ml and 1.6 x 105 CFU/ml

B  est supérieur ou égal à 0,0005 x NVB

are higher or equal to 0,0005 x NVB

A,C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x NV0

are higher or equal to 0.5 x NV0

La neutralisation est validée avec la méthode par dilution neutralisation pour la concentration
d’essai de 50% de la formule 2173 et pour la souche soumise à l’essai.

The neutralization is validated with the method by dilution neutralisation for the 50% test concentration of the formula 2173 and for 
the tested strain.
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Laboratoire de Microbiologie
Study n° 39153 GB

6.2.Essais d’activité levuricide (Evaluation of yeasticidal activity)

7,5.10
3Candida albicans 9,4.10

4
9,8.10

3

5 25 50

Tested strain
Number of the viable cells (CFU/ml) for the test mixture                                                                             

(Na) for the concentrations of : %(v/v)

Souche testée
Nombre de cellules viables (UFC/ml) pour le mélange d'essai (Na) pour les concentrations 

de : %(v/v)

Réduction du nombre de cellule viables à la concentration d'essai.                                               
R = Log N0  - Log Na

5

Reduction of the number of viable cells at the test concentration.                                                        
R = Log N0  - Log Na

Candida albicans  1,2  2,2 

25 50

 2,3 

7. Conclusion (Conclusion)

Selon la norme NF EN 13624 (novembre 2013), la formule 2173, lorsqu'elle est diluée à la 

concentration de 25% (v/v) dans de l’eau dure, présente une activité levuricide en 

30 secondes de contact à 20°C en conditions de saleté, vis-à-vis de la souche de 

référence pour le lavage hygiénique des mains : Candida albicans.

According to the European standard NF EN 13624 (november 2013), the formula 2173 ,when diluted at the 

concentration of 25 % (v/v) in hard water, presents a yeasticidal activity  in a  30 seconde contact time at 20°C in 

dirty conditions against the referenced strain for the hygienic handwash : Candida albicans.
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8. Annexe - Données expérimentales ( Experimental Data )

Candida albicans - 30 secondes
1 20600 206 156,5
5 200 100 17
6

1 5 2

0 6 3217 20 05 13624 C.alb 30'' 13.05.20 NL Numéro d'identification: 850 1 430 NC 425 ### 38 34 39 ### 2 ###

Numéro d'identification: Date :

1 155 A 1 1

1 171 B 1 1

3 329 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 347 D 1 2

1 1 ClassiqueModifiée

347 347 Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

347…………………. Oui

2 ……………….. 0 0 0 ### Oui

2……………………… 0 0 0 ### Oui
5……………………… 0 0 0 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 0 0 0 1 22 1 1 ### 2 Oui Oui

330 9,20588 ##### 1,6E+08 660 A La neutralisation est validée : Oui ### 23 ### ### ### ### 1

0 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

0 0 0,0E+00 0 0 XXX 0 XXX

Essai de validation : NL Essai :
11 0 0 0 ## 140 666 140 0 2 18 0 0 0 ### 140 666 140 0 245 40 1 1 85 85 2 41 37 1 1
0 0 330 330 ## 0 Erreur330 600 XXXXXX 0 0 330 330 660 0 Erreur330 384 XXX XXX49 43 1 1 92 45 45 41 1 2 41
0 0 330 330 ## 0 0 330 385 XXX 0 3 4 87 97 184 184 84 92 98 XXX 039 36 1 1 75 92 2 37 1 78 37
5 6 89 99 ## ## 85 94 XXX 1 5 6 14 18 32 32 98 16 XXX 149 49 78

### 0 ### 035 32 1 1 67 75 2 41 41
0 0 330 330 ## 0 Erreur330 368 XXX XXX 11 22 14 14 28 0 ### 14 25 XXX XXX39 39
3 4 73 76 ## ## 68 75 80 XXX 0 33 44 14 14 28 0 0 14 25 XXX 041 37 1 1 78 67 2

55 66 14 14 28 0 68 14 XXX 1 14 14 28 ### ### 14 XXX 035 35 2
### 0 ### 0

à 50 %

0
c
n

128 0 0

2

3217 20 05 13624

3217 20 05 13624 13.05.20
Nv C

850
= 4,3E+02

Méthode utilisée : Classique
NvB C

92000
=

Nv 0= 4,3E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage hygiènique 2

4,6E+04 UFC/mL
2

A C
75

= 3,8E+01 UFC/mL
Dénombrement : 14 à 330 UFC/boite 2

Souche Dilution -5 Dilution -6 Dilution -5 Dilution -6
B C

67
= 3,4E+01 UFC/mL

Candida albicans DSM 1386 

(équivalent ATCC 10231)

155 16 155 16 2

158
= 3,9E+01 UFC/mL

C.alb Lecture intermédiaire 20 à 24 heures Lecture 42 à 48 heures 2

18 158 18
C C

78

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.104 et 1,6.105 4,6E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10 Nv0 est compris entre 3.101 et 1,6.102 4,3E+01

0

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10  ̂7 UFC/ml et 5.10  ̂7 UFC/ml 1,6E+07

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10  ̂2 et 1,6.10  ̂3 4,3E+02

 5 < Q =
Σ dil - 5 / 2

< 15 =
156,5

=

Moyenne pondérée :
C

= 1,6E+07 UFC/ml

9,2 1
Σ dil - 6 / 2 17

Temps de contact : 30''

1,6E+06
3,8E+01 3,9E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 3,4E+01
N0=N/10=

Temps de contact : NL 30''

Nv : témoin suspension
45 45 Concentration produit % 5 25 50

40 40

Lecture intermédiaire 20 

à 24 heures de 14 à 330 

UFC par boîte

0 + + +

14 à 330 UFC/boite 14 à 330 UFC/boite
Volume pipeté de produit                    

pour fiole de 100 ml

10ml de la fiole à 

50% en ED

50 ml de la fiole à 

50% en ED
62,5 ml

A :
témoin des conditions 

expérimentales

39 39

87 97 73

12

NvB : témoin suspension B
49 49

-1 + +
43 43

+ + +

76

36 36

Lecture 42 à 48 heures 

de 14 à 330 UFC par 

boîte

0 + + +

-2 89 99 14 18 10

+ + +

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

35 35

32
73 76

C :

essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
41 41

-2 89

32
-1 + + 87 97

9,8E+03 7,5E+03

37 37

Lecture intermédiaire 20 à 24 heures Lecture 42 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution 9,4E+04

99 14 18 10 12

n

Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 6,2 3,9
n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
1,2 2,2

   Log Na = 5,0 4,0

Conforme

2,3
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées
SUITE A DONNER :

VISA :
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Rapport d’essai : N° A 20 66 13727 M

Test report : N° A 20 66 13727 M

1. Objet de la demande (Study Number) n° 39155

Antiseptiques et désinfectants chimiques. Essai quantitatif de suspension pour l'évaluation 
de l’activité bactéricide de la formule 2173. Méthode d’essai et prescriptions (phase 2 - étape 
1) NF EN 13727 + A2* (Décembre 2015). Application aux désinfectants pour le lavage 
hygiénique des mains.

Indice de classement  T 72-175.
Méthode par dilution neutralisation.

Chemical antiseptics and disinfectants. Quantitative suspension test for the evaluation of the bactericidal activity 
of the formula 2173. Test method and prescriptions (phase 2 - step 1) according to NF EN 13727 + A2*
(December 2015). Application to chemical disinfectants for the hygienic handwash.
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Method by dilution neutralisation.

Annule et remplace le rapport A 20 66 13727 du 24/06/2020
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3. Introduction (Introduction)

L’essai a été réalisé selon la méthode d’essai décrite dans la norme européenne EN 13727 + 
A2 « Désinfectants chimiques et antiseptiques- Essai quantitatif de suspension pour 
l’évaluation de l’activité bactéricide en médecine (phase 2 /Etape 1) » . 

Détermination de l’activité bactéricide dans les conditions de laboratoire définies par la 
présente norme européenne .

The test was realised according to the test method described in the European standard EN 13727 + A2
« Chemical disinfectants and antiseptics- Quantitative suspension test for the evaluation of bactericidal activity in 
the medical area».

Determination of the bactericidal activity in the laboratory conditions defined in the present European standard .

Le rapport ci-après a été modifié en page 3/11 car une erreur concernant la déclaration en substance active 
biocide pour les anciens produits à base de CHDG a été identifiée. La composition du produit n’a pas changé. 
Cette modification n’a pas d’impact sur la conclusion du rapport.

The fallowing report has been modified on page 3/11 because an error concerning the declaration of biocidal 
active substance for old CHDG based products has been identified. The composition of the product has not 
changed.
This change has no impact on the conclusion of the report.

4. Identification de l’échantillon (Sample Identification)

Code formule*
2173                                                                                                                

Code formula*

Numéro d’identification de l’échantillon
3003 20 04 13727

Identification of the sample

Numéro de lot*
C 071 62

Batch number*

Nom du client*
Charline ROCHE

Customer’s name*

Fabricant*
Laboratoires ANIOS

Manufacturer*

Date de réception au laboratoire Le 23/04/20

Receipt date at the laboratory On the 23/04/20

Description de l’échantillon Solution Rose

Description of the sample Pink Solution

Conditions de stockage au laboratoire* T° ambiante et obscurité

Storage conditions at the laboratory* Room temperature and darkness

Substances actives
100 g product contains: (3,76 g) D-gluconic 

acid, compound with N,N''-bis(4-
chlorophenyl)-3,12-diimino-2,4,11,13-

tetraazatetradecanediamidine (2:1) (CHDG ; 
CAS number: 18472-51-0)

Activ substances

Période d’essai Du 23/04/20 au 18/05/20

Period of analysis From 23/04/20 to 18/05/20
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5. Méthode expérimentale (Experimental Method)

5.1.Conditions expérimentales (Experimental conditions)

Température de l’essai*
20°C ± 1°C

Test temperature*

Temps de contact*
30 secondes ± 5s

Contact Time*

Diluant de la formule lors des essais Eau dure

Diluent of the formula used during the test Hard water

Apparence de la formule et de ses dilutions
Préparation physiquement homogène et 

stable pendant l’essai

Appearance formula dilutions
Preparation physically homogeneous and stable 

during test

Souches testées*
o Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 (équivalent ATCC 15442)

o Enterococcus hirae CIP 5855 (équivalent ATCC 10541)

o Escherichia coli K12 CIP 54117

o Staphylococcus aureus CIP 483 (équivalent ATCC 6538)  
Tested strains*

Substance interférente*
Albumine bovine à 3g/l + 3ml/l 

érythrocytes

Interfering substance* 3 g/l BSA + 3ml/l erythrocytes  

Stabilité du mélange formule et substances 
interférentes

Absence de précipité pendant l’essai

Stability of the mixture (formula and interfering substance) Precipitate absent throughout the test

Température d'incubation 37°C ± 1°C

Incubation temperature 37°C ± 1°C

5.2.Méthode par dilution neutralisation (Method by dilution neutralisation)

Nature du neutralisant utilisé o Formule : F010

Nature of the neutralizer agent used o Formula : F010

Neutralisant ajouté au milieu de dénombrement 10%

Neutralizer agent added to the counting medium 10%

Page 4 of 11



Demande n° 39155
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 39155 GB

6. Résultats (Results)

6.1.Essais de validation des conditions expérimentales (Validation tests)

Vérification de la méthodologie et validation de la méthode par dilution neutralisation pour la 
concentration d’essai de 50% de la formule 2173 soumise à l’essai.

Checking of the method and validation of the method by dilution neutralisation for the 50% test concentration of 
the formula 2173 to be tested.

Souches testées
Suspension 

d’essai

Inactivation par 
dilution 

neutralisation

Tested strains
Test 

suspension

Dilution 

neutralization 

control

N C

Pseudomonas 

aeruginosa 2,2.108 6,8.101

Enterococcus 

hirae 1,7.108 4,6.101

Escherichia coli 

K12 2,3.108 5,8.101

Staphylococcus 

aureus 1,6.108 4,2.101

Test suspension / 

10

Validation 

suspension

Validation 

suspension        / 

10

B Validation suspension
Experimental 

conditions control

Neutralizer toxicity 

control

Nombre de cellules viables (UFC/ml) (Number of viable cells(CFU/ml))

Suspension 
d’essai / 10

Suspension 
de validation

Suspension 
de validation / 

10

Suspension de 
validation B

Validation 
conditions 

expérimentales

Non toxicité du 
neutralisant

2,3.107 6,5.102 6,5.101 5,9.104 5,8.101 5,9.101

1,7.107 4,4.102 4,4.101 4,9.104 4,6.101 4,6.101

2,2.107 8,5.102 8,5.101 7,5.104 7,2.101 7,5.101

N 0 Nv Nv 0 NvB A B

1,6.107 3,8.102 3,8.101 4,7.104 4,0.101 4,8.101

Pour les souches soumises à l’essai - For the tested strains.   

N est compris entre 1,5 x 108 UFC/ml et 5 x 108 UFC/ml

is comprised between 1.5 x 108 CFU/ml and 5 x 108 CFU/ml

N0 est compris entre 1,5 x 107 UFC/ml et 5 x 107 UFC/ml

is comprised between 1.5 x 107 CFU/ml and 5 x 107 CFU/ml

NV est compris entre 3 x 102 UFC/ml et 1.6 x 103 UFC/ml

is comprised between 3 x 102 CFU/ml and 1.6 x 103 CFU/ml

NV0 est compris entre 3 x 101 UFC/ml et 1.6 x 102 UFC/ml

is comprised between 3 x 101 CFU/ml and 1.6 x 102 CFU/ml

NvB est compris entre 3 x 104 UFC/ml et 1.6 x 105 UFC/ml

is comprised between 3 x 104 CFU/ml and 1.6 x 105 CFU/ml

B  est supérieur ou égal à 0,0005 x NVB

are higher or equal to 0,0005 x NVB

A,C  sont supérieurs ou égaux à 0,5 x NV0

are higher or equal to 0.5 x NV0

La neutralisation est validée avec la méthode par dilution neutralisation pour la concentration
d’essai de 50% de la formule 2173 et pour les souches soumises à l’essai.

The neutralization is validated with the method by dilution neutralisation for the 50% test concentration of the formula 2173 and for 
the tested strains.
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6.2.Essais d’activité bactéricide (Evaluation of bactericidal activity)

Souches testées
Nombre de cellules viables (UFC/ml) pour le mélange d'essai (Na) pour les concentrations 

de : %(v/v)

5 25 50

Tested strains
Number of the viable cells (CFU/ml) for the test mixture                                                                             

(Na) for the concentrations of : %(v/v)

Pseudomonas 

aeruginosa >3,3.10
5

>3,3.10
5

<1,4.10
2

Enterococcus 

hirae >3,3.10
5

>3,3.10
5

Escherichia coli 

K12 >3,3.10
5

<1,4.10
2

<1,4.10
2

1,4.10
4

Staphylococcus 

aureus 1,9.10
4

<1,4.10
2

<1,4.10
2

Souches testées
Réduction du nombre de cellule viables à la concentration d'essai.                                               

R = Log N0  - Log Na

5

Tested strains
Reduction of the number of viable cells at the test concentration.                                                        

R = Log N0  - Log Na

Pseudomonas 

aeruginosa
< 1,8 < 1,8 

25 50

Enterococcus 

hirae
< 1,7 < 1,7  3,1 

> 5,2 

< 1,9 > 5,3 > 5,3 

Staphylococcus 

aureus
 2,9 > 5,1 > 5,1 

Escherichia coli 

K12

7. Conclusion (Conclusion)

Selon la norme NF EN 13727 + A2 (Décembre 2015), la formule 2173, lorsqu'elle est diluée

à la concentration de 50,00 % (v/v) dans de l’eau dure, présente une activité bactéricide en 

30 secondes de contact à 20°C en conditions de saleté, vis-à-vis des souches de référence

pour le lavage hygiénique des mains : Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus hirae, 

Escherichia coli K12, Staphylococcus aureus.

According to the European standard NF EN 13727 + A2 ( December 2015), the formula 2173 ,when diluted at 

the concentration of 50,00% (v/v) in hard water, presents a bactericidal activity in a  30 second contact time at

20°C in dirty conditions against the referenced strains for the hygienic handwash: Pseudomonas aeruginosa, 

Enterococcus hirae, Escherichia coli K12, Staphylococcus aureus.
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8. Annexe - Données expérimentales ( Experimental Data )

Pseudomonas aeruginosa - 30 secondes

1 206
5 200
6

1 6

0 7 3003 20 04 13727 Ps.aeru 30'' 12.05.20 VD Numéro d'identification: 1 850 NC 845 ### 72 75 68 ###

Numéro d'identification: Date :

1 218 A 1 1

240 B 1 1

3 444 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 480 D 1 2

1 1 ClassiqueModifiée

Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

480…………………. Oui

2 ……………….. 0 0 0 ### Oui

2……………………… 0 0 0 ### Oui
6……………………… 0 0 0 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 1 0 1 1 43 1 1 ### 2 Oui Oui

2,2E+08 2,2E+09 A La neutralisation est validée : Oui ### 38 ### ### ### ### 1

1 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

1 0 0,0E+00 0 0 XXX 0 XXX

Essai de validation : VD Essai :0 1000 0
#### XXX

### 666 140 0 0 0 ### 0
### XXX

### 666 140 0 082 87 1 1 169 169 2 69 67 1 1
0 0 330 330

## 0
Erreur330

600
XXX XXX 0 0 330 330

660 0
Erreur330

600
XXX XXX78 72 1 1 150 82 82 69 1 2 69

0 0 330 330
## 0

0 330 600 XXX
1

0 0 330 330
660 0

0 330 600 XXX
168 75 1 1 143 150 2 67 1 136 67

0 0 330 330
## 0

0 330 XXX
0

0 0 330 330
660 0

0 330 XXX
078 78 136

###
0

###
068 82 1 1 150 143 2 69 69

11 22 14 14
28 0

Erreur 14
25

XXX XXX 11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX68 68
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

0
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

069 67 1 1 136 150 2
55 66 14 14

28 0
0 14 140

0
14 14

28 ###
### 14 XXX

068 68 2
###

0
###

0

à 50 %

0
c
n

231 0 0
2 1Conforme

5,2
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
< 1,8 < 1,8 >

   Log Na = 5,5 5,5Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 7,3 2,1

> 3,3E+05 < 1,4E+02

67 67

Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution > 3,3E+05

+ + + 0 0

n

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

68 68

82
0 0

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
69 69

-2 +

82
-1 + + + +

75 75

Dénombrement à 40h/48h                                    

de 14 à 330 UFC                        

par boîte

0 + + +

-2 + + + + 0

+ 0 0

A :
témoin des conditions 

expérimentales

68 68

+ + 0

0

NvB : témoin suspension B
78 78

-1 + +
72 72

+ + 0

0

0

De 14 à 330 UFC par boite De 14 à 330 UFC par boite
Volume pipeté de produit                    

pour fiole de 100 ml
10mL de la fiole à 

62,5
50mL de la fiole à 

62,5
62,5

Nv : témoin suspension
82 82 Concentration produit % 5 25 50

87 87

Dénombrement à 20h/24h                              

de 14 à 330 UFC                    
par boîte

0 + +

7,3 1
Σ dil - 7 / 2 29

Temps de contact : 30''

2,2E+07
7,2E+01 6,8E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 7,5E+01
N0=N/10=

Temps de contact : VD 30''

 5 < Q =
Σ dil - 6 / 2

< 15 =
211

=

Moyenne pondérée :
C

= 2,2E+08 UFC/ml

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.10
4
 et 1,6.10

5 7,5E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1
 et 1,6.10

2 8,5E+01

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 8 UFC/ml et 5.10 ^ 8 UFC/ml 2,2E+08

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 8,5E+02

7,5E+01 UFC/mL
Pseudomonas aeruginosa CIP 

103467 (équivalent ATCC 15442)

218 22 218 22 2

136
= 6,8E+01 UFC/mL

Ps.aeru Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures 2

204 36 204 36
C C

Souche Dilution -6 Dilution -7 Dilution -6 Dilution -7
B C

150
=

7,5E+04 UFC/mL
Température : Inférieure à 40°C 2

A C
143

= 7,2E+01

Méthode utilisée : Classique
NvB C

150000
=

UFC/mL
Dénombrement : 14 à 330 UFC par boite 2

Nv0= 8,5E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage hygiènique 2

3003 20 04 13727

3003 20 04 13727 12.05.20
Nv C

1690
= 8,5E+02

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS250K 
Date : 27/11/17

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015

Réf : FS250K 

Date : 27/11/17

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015
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Demande n° 39155
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 39155 GB

Enterococcus hirae - 30 secondes

1 206
5 200
6

1 6

0 7 3003 20 04 13727 Ent.hir 30'' 23.04.20 VL Numéro d'identification: 1 440 NC 440 ### 46 46 46 ###

Numéro d'identification: Date :

1 157 A 1 1

174 B 1 1

3 351 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 365 D 1 2

1 1 ClassiqueModifiée

Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

365…………………. Oui

2 ……………….. 0 0 0 ### Oui

2……………………… 0 0 0 ### Oui
6……………………… 0 0 0 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 1 0 1 1 22 1 1 ### 2 Oui Oui

1,7E+08 1,7E+09 A La neutralisation est validée : Oui ### 25 ### ### ### ### 1

1 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

1 0 0,0E+00 0 0 XXX 0 XXX

Essai de validation : VL Essai :0 1000 0
#### XXX

### 666 140 0 0 0 ### 0
### XXX

### 666 140 0 047 41 1 1 88 88 2 40 51 1 1
0 0 330 330

## 0
Erreur330

600
XXX XXX 0 0 330 330

660 0
Erreur330

600
XXX XXX52 45 1 1 97 47 47 40 1 2 40

0 0 330 330
## 0

0 330 600 XXX
1

0 0 330 330
660 0

0 330 600 XXX
149 43 1 1 92 97 2 51 1 91 51

0 0 330 330
## 0

0 330 XXX
0

0 0 330 330
660 0

0 330 XXX
052 52 91

###
0

###
046 46 1 1 92 92 2 40 40

0 0 330 330
## 0

Erreur330
425

XXX XXX 11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX49 49
3 4 129 146

## 275
125 138 138 XXX

0
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

040 51 1 1 91 92 2
5 66 15 14

29 0
125 15 ###

0
14 14

28 ###
### 14 XXX

046 46 2
###

0
###

0

à 50 %

0
c
n

78 0 0
2 1Conforme

3,1
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
< 1,7 < 1,7

   Log Na = 5,5 5,5Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 7,2 4,1

> 3,3E+05 1,4E+04

51 51

Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution > 3,3E+05

+ + + 15 11

n

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

46 46

46
129 146

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
40 40

-2 +

46
-1 + + + +

+

146

43 43

Dénombrement à 40h/48h                                    

de 14 à 330 UFC                        

par boîte

0 + + +

-2 + + + + 15

+ + +

10ml de la fiole
à 50%

50ml de la fiole
à 50%

62,5

A :
témoin des conditions 

expérimentales

49 49

+ + 129

11

NvB : témoin suspension B
52 52

-1 + +
45 45

+ +

Nv : témoin suspension
47 47 Concentration produit % 5 25 50

41 41

Dénombrement à 20h/24h                              

de 14 à 330 UFC                    
par boîte

0 + + +

De 14 à 330 UFC par boite De 14 à 330 UFC par boite
Volume pipeté de produit                    

pour fiole de 100 ml

10,8 1
Σ dil - 7 / 2 15,5

Temps de contact : 30''

1,7E+07
4,6E+01 4,6E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 4,6E+01
N0=N/10=

Temps de contact : VL 30''

 5 < Q =
Σ dil - 6 / 2

< 15 =
167

=

Moyenne pondérée :
C

= 1,7E+08 UFC/ml

Souche Dilution -6

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.10
4
 et 1,6.10

5 4,9E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1
 et 1,6.10

2 4,4E+01

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 8 UFC/ml et 5.10 ^ 8 UFC/ml 1,7E+08

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 4,4E+02

UFC/mL
Ent.hir Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures 2

177 14 177 14
C C

Enterococcus hirae CIP 5855 
(équivalent ATCC 10541)

157 17 157 17 2

91
= 4,6E+01

Dilution -7 Dilution -6 Dilution -7
B C

92
=

4,9E+04 UFC/mL

UFC/mL

4,6E+01 UFC/mL

Température : Inférieure à 40°C 2

A C
92

= 4,6E+01

Méthode utilisée : Classique
NvB C

97000
=

Dénombrement : 14 à 330 UFC par boite 2

Nv0= 4,4E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage hygiènique 2

3003 20 04 13727

3003 20 04 13727 23.04.20
Nv C

880
= 4,4E+02

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS250K 
Date : 27/11/17

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015

Réf : FS250K 

Date : 27/11/17

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015
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Demande n° 39155
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 39155 GB

Escherichia coli K12 - 30 secondes

1 206
5 200
6

1 6

0 7 3003 20 04 13727 Ec k12 30'' 14.05.20 VD Numéro d'identification: 1 650 NC 645 ### 58 59 58 ###

Numéro d'identification: Date :

1 233 A 1 1

254 B 1 1

3 485 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 514 D 1 2

1 1 ClassiqueModifiée

Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

514…………………. Oui

2 ……………….. 0 0 0 ### Oui

2……………………… 0 0 0 ### Oui
6……………………… 0 0 0 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 1 0 1 1 33 1 1 ### 2 Oui Oui

2,3E+08 2,3E+09 A La neutralisation est validée : Oui ### 30 ### ### ### ### 1

1 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

0 0 0,0E+00 1 0 XXX 1 0 XXX

Essai de validation : VD Essai :0 1000 0
#### XXX

### 666 140 0 0 231 0 0
0 XXX

140 666 140 0 261 68 1 1 129 129 2 62 54 1 1
0 0 330 330

## 0
Erreur330

600
XXX XXX 11 22 14 14

28 0
Erreur 14

25
XXX XXX56 62 1 1 118 61 61 62 1 2 62

0 0 330 330
## 0

0 330 600 XXX
1

33 44 14 14
28 0

0 14 25 XXX
061 54 1 1 115 118 2 54 1 116 54

0 0 330 330
## 0

0 330 XXX
0

55 66 14 14
28 0

0 14 140
056 56 116

###
0

###
066 51 1 1 117 115 2 62 62

11 22 14 14
28 0

Erreur 14
25

XXX XXX 11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX61 61
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

0
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

062 54 1 1 116 117 2
55 66 14 14

28 0
0 14 140

0
14 14

28 ###
### 14 XXX

066 66 2
###

0
###

0

à 50 %

0
c
n

231 0 0
2 1Conforme

5,3
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
< 1,9 > 5,3 >

   Log Na = 5,5 2,1Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 7,4 2,1

< 1,4E+02 < 1,4E+02

54 54

Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution > 3,3E+05

+ 0 0 0 0

n

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

66 66

51
0 0

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
62 62

-2 +

51
-1 + + 0 0

0

0

54 54

Dénombrement à 40h/48h                                    

de 14 à 330 UFC                        

par boîte

0 + + 0

-2 + + 0 0 0

0 0 0

10ml fiole à 50% 50ml Fiole à 50% 62,5

A :
témoin des conditions 

expérimentales

61 61

0 0 0

0

NvB : témoin suspension B
56 56

-1 + +
62 62

0 0

Nv : témoin suspension
61 61 Concentration produit % 5 25 50

68 68

Dénombrement à 20h/24h                              

de 14 à 330 UFC                    
par boîte

0 + + 0

De 14 à 330 UFC par boite De 14 à 330 UFC par boite
Volume pipeté de produit                    

pour fiole de 100 ml

Temps de contact : 30''

2,3E+07
5,8E+01 5,8E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 5,9E+01
N0=N/10=

Temps de contact : VD 30''

Dilution -6 Dilution -7

 5 < Q =
Σ dil - 6 / 2

< 15 =
232

=

Moyenne pondérée :
C

= 2,3E+08 UFC/ml

9,3 1
Σ dil - 7 / 2 25

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….………. NvB est compris entre 3.10
4
 et 1,6.10

5 5,9E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1
 et 1,6.10

2 6,5E+01

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 8 UFC/ml et 5.10 ^ 8 UFC/ml 2,3E+08

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 6,5E+02

UFC/mL
Ec k12 Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures 2

231 29 231 29
C C

Escherichia coli K12 CIP 54117
233 21 233 21 2

116
= 5,8E+01

B C
117

=

5,9E+04 UFC/mL

UFC/mL

5,9E+01 UFC/mL

Température : Inférieure à 40°C 2

A C
115

= 5,8E+01

Méthode utilisée : Classique
NvB C

118000
=

Dénombrement : 14 à 330 UFC par boite 2

Souche Dilution -6 Dilution -7

Nv0= 6,5E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage hygiènique 2

3003 20 04 13727

3003 20 04 13727 14.05.20
Nv C

1290
= 6,5E+02

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS250K 
Date : 27/11/17

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015

Réf : FS250K 

Date : 27/11/17

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015
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Demande n° 39155
Laboratoires ANIOS

Laboratoire de Microbiologie
Study n° 39155 GB

Staphylococcus aureus - 30 secondes

1 206
5 200
6

1 6

0 7 3003 20 04 13727 St.aure 30'' 24.04.20 SB Numéro d'identification: 1 380 NC 380 ### 40 48 42 ###

Numéro d'identification: Date :

1 159 A 1 1

176 B 1 1

3 329 1 2

Dénombrement de la suspension bactérienne: 6 4 7 351 D 1 2

1 1 ClassiqueModifiée

Interprétation : 1 1 1 1 1 1 7,0

351…………………. Oui

2 ……………….. 0 0 0 ### Oui

2……………………… 0 0 0 ### Oui
6……………………… 0 0 0 ### Oui

A et C sont supérieurs ou égaux à 0,5 x Nv0 1 1 2 et Oui Oui

B est supérieur ou égal à 0,0005 x NvB 1 0 1 1 19 1 1 ### 2 Oui Oui

1,6E+08 1,6E+09 A La neutralisation est validée : Oui ### 24 ### ### ### ### 1

0 0 0 0 0 XXX ### ### A ### ### ### ### 0 XXX

0 0 0,0E+00 1 0 XXX 1 0 XXX

Essai de validation : SB Essai :18 0 0
0 ##

140 666 140 0 2 231 0 0
0 XXX

140 666 140 0 242 34 1 1 76 76 2 37 47 1 1
0 0 330 330

## 0
Erreur330

473
XXX XXX 11 22 14 14

28 0
Erreur 14

25
XXX XXX49 44 1 1 93 42 42 37 1 2 37

3 4 208 172
## 380

173 190 192 XXX
0

33 44 14 14
28 0

0 14 25 XXX
037 43 1 1 80 93 2 47 1 84 47

5 6 22 20
42 42

192 21 XXX
1

55 66 14 14
28 0

0 14 140
049 49 84

###
0

###
049 47 1 1 96 80 2 37 37

11 22 14 14
28 0

Erreur 14
25

XXX XXX 11 22 14 14
28 0

### 14
25

XXX XXX37 37
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

0
33 44 14 14

28 0
0 14 25 XXX

037 47 1 1 84 96 2
55 66 14 14

28 0
0 14 140

0
14 14

28 ###
### 14 XXX

049 49 2
###

0
###

0

à 50 %

0
c
n

231 0 0
2 1

Nv0= 3,8E+01 UFC/mL
Type de produit testé : Lavage hygiènique 2

3003 20 04 13727

3003 20 04 13727 24.04.20
Nv C

760
= 3,8E+02

4,7E+04 UFC/mL

UFC/mL

4,8E+01 UFC/mL

Température : Inférieure à 40°C 2

A C
80

= 4,0E+01

Méthode utilisée : Classique
NvB C

93000
=

Dénombrement : 14 à 330 UFC par boite 2

Souche Dilution -6 Dilution -7

UFC/mL
St.aure Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures 2

153 22 153 22
C C

Staphylococcus aureus CIP 483 
(équivalent ATCC 6538)

159 17 159 17 2

84
= 4,2E+01

B C
96

=

NvB est compris entre 3.10
4
 et 1,6.10

5 4,7E+04

d : facteur de dilution correspondant à la première dilution prise en compte : …………………….…….10
-

Nv0 est compris entre 3.10
1
 et 1,6.10

2 3,8E+01

C : somme des colonies dénombrées sur toutes les boites considérées……………………………………….. N est compris entre 1,5.10 ^ 8 UFC/ml et 5.10 ^ 8 UFC/ml 1,6E+08

n1 : nombre de boites prises en compte à la première dilution ……………………………………..……………. Nv est compris entre 3.10 ^ 2 et 1,6.10 ^ 3 3,8E+02

Dilution -6 Dilution -7

 5 < Q =
Σ dil - 6 / 2

< 15 =
156

=

Moyenne pondérée :
C

= 1,6E+08 UFC/ml

8,0 1
Σ dil - 7 / 2 19,5

n2 : nombre de boites prises en compte à la deuxième dilution ………………………………………….……….

Temps de contact : 30''

1,6E+07
4,0E+01 4,2E+01

(n1 + 0,1 × n2) × d 4,8E+01
N0=N/10=

Temps de contact : SB 30''

Nv : témoin suspension
42 42 Concentration produit % 5 25 50

34 34

Dénombrement à 20h/24h                              

de 14 à 330 UFC                    
par boîte

0 + + 0

De 14 à 330 UFC par boite De 14 à 330 UFC par boite
Volume pipeté de produit                    

pour fiole de 100 ml
10 ml de la fiole à 

50%
50 ml de la fiole à 

50%
62,5

A :
témoin des conditions 

expérimentales

37 37

0 0 0

0

NvB : témoin suspension B
49 49

-1 208 172
44 44

5 3 0

0

43 43

Dénombrement à 40h/48h                                    

de 14 à 330 UFC                        

par boîte

0 + + 5

-2 22 20 0 0 0

3 0 0

B :
témoin de non-toxicité du 

neutralisant

49 49

47
0 0

C :
essai de l'inactivation par 

dilution neutralisation
37 37

-2 22

47
-1 208 172 0 0

< 1,4E+02 < 1,4E+02

47 47

Lecture 20 à 24 heures Lecture 40 à 48 heures
Na =

C x 10
x dilution 1,9E+04

20 0 0 0 0

n

Calculs : Nv =
c x 10

(en UFC/ml). Nv0 , A , B , C = (en UFC/ml). Log N0 = 7,2 2,1
n

Calcul de réduction = Log N0 - Log Na                                                

= Log R
2,9 > 5,1 >

   Log Na = 4,3 2,1

Conforme

5,1
NvB =

c x 1000
(en UFC/ml).

n

C : somme des valeurs Vc prises en compte              n : nombre de boîtes considérées SUITE A DONNER :
VISA :

Réf : FS250K 
Date : 27/11/17

FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  

méthode par dilution-neutralisation Décembre 2015
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FICHE DE RESULTATS D'ESSAIS 
NORME NF EN 13727 + A2  
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