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Procés-verbal N° 16-06

PROCES-VERBAL NORME NF EN 13727 + A2 (2015)

Laboratoire ayant réalisé ’essai Client

Laboratoire d’Hygiéne Hospitaliére FRANKLAB

Centre de Biologie 6éme étage, BP 63

CHU de Clermont-Ferrand 78185 Saint-Quentin en Yvelines

63003 CLERMONT-FERRAND

Identification de I’échantillon de désinfectant

Nom du ProdUit 1 et nen sttt eaeee DDN-9

FabIICANt 1 et m e m e e n e e st ene e e e e e e e eeane Franklab

Diluant du produit dont I’utilisation est recommandée par le fabricant: ... Eau potable

SubSEANCE(S) ACHVE(S) T._._ ... enennnnnee - O SPECIFIE

Date de livraison du produit e L1/01/2016

Date de PEremMPtion e e e n e n e m e m e eneeneneae Non.renseigné

Période d analyse @ . e Du. 1/05/2016 au 29/06/2016

-Résultats pour la souche Pseudomonas aeruginosa CIP 103.467

Résultats d’essai (Répétition n°1)

EN : 13727 + A2 (Phase 2, étape 1)

O QUEIOAEIEL . ... oo vesvensvsmsinss snmssrsmmmmen st et SRR s SR e e AR S S DDN-9

ORBEL oo S s S s s aeit S 5068

FaDT ANt L e eees e e e enennneenennnesnennannnneen. L TANK]AD

Aspect du produit © e eneea Liquide. Incolore

Conditions de stockage (température, ete.) ... Qbscurité température ambiante

Meéthode par dilution-neutralisation:

Raisons du choix de laméthode & . ... . ] Meéthode recommandée par. la norme EN 13727 + A2

Neutralisant utilisé : Polysorbate 80 : 30g, Lécithine d’ceuf: 3g, Histidine HCL: 1g, Peptone pancréatique de
caséine. ;. 1g, Chlorure de sodium ; 4.3g, Phosphate monopotassique : 3,62. Phosphate disodique dihydraté : 7.2¢,
Thiosulfate de sodium.; Sg. Eaw purifide : Qsp 1L e

Temperature d €SSa1 1. e eae e eae e nneenen 20°C £ 1°C

Substances interférentes ;. Conditions de Saleté (3 g/l d’albumine bovine et 3 ml/l de GRm)
Souche d’essai ©_ e Pseudomonas aeruginosa CIP. 103.467

Températured inenbafionm s s O R A

Date delBSBEI L . oo ceessan s nesaras A A S 17/05/2016

Diluant utilisé pour les solutions d’essai du produit: . o ee......Eaudure

Aspect des dilutions du produit: e Leiquide, Incolore

Aspect du produit lors de I’essai: Présence de précipité a 0,5%
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Validation et témoins

Procés-verbal N° 16-06

Suspension de validation

Témoin des conditions

Témoin de toxicité du

Validation de la méthode

(Nyo) expérimentales (A) neutralisant (B) ©
Vel 67 | _ Ve 75 _ Ver 78 | _ Ve 7% | _
Vg 77 =0 v, 75 %=1 [V 83 x=81 [v, 66 X=69

30<x de N,, <160 2

x de A est =0,5% X de

X deB 2 0,0005x N,

x de C est 2 0,5%x X de
Nyo?

Nyo?
Oui| X | Non Oui| y | Non Oui | y | Non Oui X Non
Suspersion dovlidation | v, | 99 | _ | 30<x 4N, /10005160
vB) » —
x == .
Vi 87 93 | Oui X Non

V. : Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d*UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; N, : Nombre d’UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Nyo: Nombre d’UFC/ml dans
la dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries. Inc : Incomptable

Comme indiqué dans la norme, la concentration du produit utilisée pour valider la norme est la concentration la

plus élevée étudiée soit ici 0,5%.

Suspension d’essai et Essai

N Vo | Vo | N=(297+376+52+42)/ 2,2x10% = 8,60 log
Suspension — No = N/10 = 7,60 log
drassal - 297 | 376 No est compris entre 7,17 et 7,70 Oui N
(NetNo) | 107 | 52 | 42 X
Concentration R
Facteur de == log
/temps de i Va Ve Na= x x10 Log Na 0
1lution =
contact BP=,0
0,5% 10° 52% 44*
480 2,68 4,92
5 minutes 107 0 6
0,5% 10° 11¥ 6%
<140 <2,15 >5,45
10 minutes 10! 1 1
0,25% 10° 8* 2%
<140 2,15 >5,45
5 minutes 10! 0 1
0,125% 100 335% 275%
) 3104 3,49 4,11
5 minutes 10! 38% 35%

V. : Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; N, : Nombre d’UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Nyo ! Nombre d’UFC/ml dans
la dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries. Inc : Incomptable

Contrdle des moyennes pondérées : D= [(297 + 376) /2] / [(52 + 42)/12] = 7,16
7,16 est compris entre 5 et 15,

Remarques a propos des résultats

v Tous les témoins et le mélange de validation de la méthode donnent des valeurs comprises a I'intérieur

des limites de base.
v Une concentration du produit au moins a présenté une réduction logarithmique d’au moins 5 log.
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Procés-verbal N° 16-06

Résultats d’essai (Répétition n°2)
EN: 13727 + A2 (Phase 2, étape 1)

i e oo o DDN-9

s e R R S T R 5068

BN eecesmessesrs s s e o DA

st ST e T S Liquide, Incolore

Conditions de stockage (température, etc.): . ........Obscurité, tempgérature ambiante

Méthode par dilution-neutralisation:

Raisons du choix de laméthode : .. ... ... .. . ] Méthode recommandée par. la norme EN 13727 + A2

Neutralisant utilisé : Polysorbate 80.: 30g, Lécithine d’ceuf: 3g, Histidine HCl: lg, Peptone pancréatique de
cas¢ing ; 1g, Chlorure de sodium : 4,3g, Phosphate monopotassique : 3.6g. Phosphate disodique dihydraté : 7.2g,
B e o T e A S e o S O R

Toopératnreionsala . oo e e S — 20°C£ 1°C

Substances interférentes ... Conditions de Saleté (3 g/l d’albumine bovine et 3 ml/l de GRm)
SouchedPessaln.. .. S Pseudomonas aeruginosa CIP. 103.467

Température A’ INCUbAtiON & e 3T2C £ 10C

Date de eSSai ... e eeeeeeennnennnn. Q1/03/2016

Diluant utilisé pour les solutions d’essai du produwit: ... ... ... ... Eaudure

Aeptchdes BB N pIOMIIT.... oo cn e e sy s Liquide, Incolore

Aspech-duproduitionsdePessall, oo oo Présence de Précipité 2 0,5%
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Procés-verbal N° 16-06

Validation et témoins

Suspension de validation | Témoin des conditions Témoin de toxicité du Validation de la méthode
(Nvo) expérimentales (A) neutralisant (B) (C)

Ve 62 | _ Vel 74 - Ve 64 | _ Ve 58 | —

Vi 6 | ¥ =66 [V, 53 X =060 [V, 56 xX=60 [y, 53 X=56

30<x de N, <1602 | x de 4 est 20,5xxde | % deB =0,0005x N, | X de C est >0,5% X de
Nyo? Nyo?

Oui| X | Non Oui X Non Oui X Non Oui X Non

Dy dovatidation | vy | 65 | _ 30<x de N, /1000 £160 »

vB
2 X =65 i

Ve 64 Oui b4 Non

V.: Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; N,: Nombre d’UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Ny, : Nombre d’UFC/ml dans
la dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries. Inc : Incomptable

Comme indiqué dans la norme, la concentration du produit utilisée pour valider la norme est la concentration la

plus élevée étudiée soit ici 0,25%.

Suspension d’essai et Essai

N Vo | Va2 | N=(361+354+65+52)/2,2x10°= 8,58 log
Suspension = No=N/10=17,58 log
EE i’ 261 | a5 N est compris entre 7,17 et 7,70 Ouj Non
(NetNy) | 107 | 65 | 52 X
Concentration
; 5 Facteur de ¥ % = Loz N Iog R
temps de ol 2 Na= xx10 0g Na
dilution =
contact Mo =7,58)
0,5% 10° 20%* 26*
230 2,36 5,22
5 minutes 10! 4 2
0,5% 10° 12% 13%
<140 <2,15 >5,43
10 minutes 10! 0 0
0,25% 10° 39% 36*
375 2,57 5,01
5 minutes 107! 6 13
0,125% 10° 253% 190*
2182 3,34 4,24
5 minutes 107! 18* 19%

V¢: Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; N,: Nombre d’UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Ny, : Nombre d’UFC/ml dans
la dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries ; Inc : Incomptable.

Contrdle des moyennes pondérées : D= [(361 + 354) /2] / [(65 + 52)/2] = 6,27
6,27 est compris entre 5 et 15,

Remarques a propos des résultats

v" Tous les témoins et le mélange de validation de la méthode donnent des valeurs comprises a I'intérieur

des limites de base.
v" Une concentration du produit au moins a présenté une réduction logarithmique d’au moins 5 log.
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Résultats d’essai (Répétition n°3)
EN: 13727 + A2 (Phase 2, étape 1)

ASPECt AU PrOdUIt L et

Conditions de stockage (température, etc.) :

Méthode par dilution-neutralisation:

Procés-verbal N° 16-06

Température d’ inCubation & e 3 LG E 12C
Date de I €SSa1 & . 24[05/20116
Diluant utilisé pour les solutions d*essai du produit ... ... ... EBUdure

Aspect des dilutions du produit:

Aspect du produit lors de essai: e

Fiv €N I3RL.69. 2674

.. Présence de précipité 4 0,5%
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Procés-verbal N° 16-06

Validation et témoins

Suspension de validation Témoin des conditions Témoin de toxicité du Validation de la méthode
(Nwo) expérimentales (A) neutralisant (B) (©)

Ve 82 | _ Vi 68 _ Ve 50 | o Ver 37 | =

N 68 | ¥ =9 [N 70 X =69 [y, 51 x=54 [V, 51 x=54

30<x de N, <1602 | xde A est=20,5xxde | x deB 20,0005x N, | x de C est >0,5% x de
Nyo? Nyo?

Oui| X | Non Oui X | Non Oui X Non Oui X Non

%sp)enls(i)gn de validation | v/ | 78 3 30< x de N,, /1000 <160 »

vB) s = .

Vo 54 X =66 | Oui X Non

V. : Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; N,: Nombre d’UFC dénombrées apres contact avec le produit ; Ny, : Nombre d’UFC/ml dans la
dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries. Inc : Incomptable

Comme indiqué dans la norme, la concentration du produit utilisée pour valider la norme est la concentration la plus

élevée étudiée soit ici 0,25%.

Suspension d’essai et Essai

N Ver | Vo | N=(285+330+51+51)/2,2x10%=8,51 log
Suspension No=N/10=7,51 log
-0 : ]
d’essai 1o 285 | 330 No est compris entre 7,17 et 7,70 Ouij Non
(N et No) 107 51 51 X
Concentration
Facteur de — log R
/temps de - Va Ve Na.= x x10 Log N,
ilution =
contact (NO 7.5 1)
0,5% 10° 7+ 6*
<140 <2,15 >5,36
5 minutes 10! 1 0
0,5% 10° 3% 4%
<140 <2,15 >5,36
10 minutes 10! 0 0
0,25% 10° 60* 43%
. 515 2:71 4,80
5 minutes 107! 3 6
0,125% 109 340% 302*
) 3,31.10° 3,52 3,99
5 minutes 107! 53% 33%

Ve: Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; Na: Nombre d’UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Ny, : Nombre d’UFC/ml dans la
dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries. Inc : Incomptable

Controle des moyennes pondérées : D= [(285 + 330) /2] / [(51 + 51)/2] = 8,33
8,33 est compris entre 5 et 15.

Remarques a propos des résultats

v" Tous les témoins et le mélange de validation de la méthode donnent des valeurs comprises a I’intérieur

des limites de base.
v" Une concentration du produit au moins a présenté une réduction logarithmique d’au moins 5 log.
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Procés-verbal N° 16-06

-Résultats pour la souche Staphylococcus aureus CIP 4.83
Résultats d’essai (Répétition n°1)
EN : 13727 + A2 (Phase 2, étape 1)

NomsUpsodliE L ssrmsessmmsemmsies A e e e s e e R DDN-9
B O s s samear R R S IS S e 5068
Belteanden e e o AT L)
Aspectiduiprotioftey_ e s e s Liquide, Incolore
Conditions de stockage (température, ete.): ... Obscurité, température ambiante

Méthode par dilution-neutralisation:

Raisons du choix de laméthode : ... Méthoderecommandée parlanorme EN 13727+ A2
Neutralisant utilisé : Polysorbate 80 : 30g, Lécithine d’ceuf: 3g, Histidine HCI: 1g, Peptone pancréatique de
caséine : 1g, Chlorure de sodium : 4.3g, Phosphate. monopotassique ;. 3,6, Phosphate disodique dihydraté : 7.2¢,
B U s 0D L o sseneese eSS R S A
Températredlossals, e S S 20°C.£ 1°C
Substances interférentes:____............Conditionsde Saleté (3 g/l d’albumine bovine et 3 ml/l.de GRm)
SR sy R R Staphylococcus. aureus CIP 4.83
Température d’incubation e 2L G R L2C
(LG OSSO ——— 19/05/2016

Diluant utilisé pour les solutions d’essai du produit i Eau dure
Aspect des dilutions du produit: s Liquide, Incolore

Aspect du produit lors de essai: e Absence de précipité

Validation et témoins

Suspension de validation Témoin des conditions Témoin de toxicité du Validation de la méthode
(Nvo) expérimentales (A) neutralisant (B) (©)

Ve 78 | p= Vel 60 - Vel 72 | _ Vel 55 | —

Vs 65 xX=72 [V, 41 x =351 [V, 73 x=73 [V, 69 X=062

30<xde N, <1607 | xde A et 20,5%xde | X deB 20,0005xN,, | x de C est>0,5%x de
Nyo? Nyo ?

oui| X | Non Oui X Non Oui X Non Oui X Non

%SP;HIS(*;;“ cemalidauent 1575 f B | 30<x de N,z /1000 <160 2

vB) » = .

Vo 66 ¥=73 loui |Xx Non

V.: Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; N,: Nombre d’UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Ny, : Nombre d’UFC/ml dans la
dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries.

Comme indiqué dans la norme, la concentration du produit utilisée pour valider la norme est la concentration la plus
élevée étudiée soit ici 0,25%.
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Suspension d’essai et Essai

Procés-verbal N° 16-06

Suspension d’essai | N Ve | Voo | N=(374+389+51+42)/2,2.10°=8,59 log
No=N/10=7,59 log
AL No est compris entre 7,17 et 7,70 ? Qui Non
1078 | 374 | 389 X
107 | 51 | 42
Concentration Too B
) E Facteur de % - = S oo og
temps de . ol 2 N,= x x10 0g Na
dilution =
contact (No=7,59)
0,25% 10° 0* 0%
<140 <2,15 >5,44
5 minutes 107! 0 0
0,125% 10° 3% 2%
<140 <2,15 >5,44
5 minutes 10! 0 0
0,063% 10° 46* 38*
420 2,62 4,97
5 minutes 10! 3 3

V.: Nombre d’'UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’'UFC dans le
mélange d’essai ; N,: Nombre d’UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Ny, : Nombre d’UFC/ml dans la
dilution de Ia suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries. Inc : Incomptable.

Contrdle des moyennes pondérées : D=[(374 + 389) /2] / [(51 + 42)/2] = 8,13

8,13 est compris entre 5 et 15.

Remarques a propos des résultats

v' Tous les témoins et le mélange de validation de la méthode donnent des valeurs comprises a I’intérieur

des limites de base.
v Une concentration du produit au moins a présenté une réduction logarithmique d’au moins 5 log.

V) - EWi322) 09 20l
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Procés-verbal N° 16-06

Résultats d’essai (Répétition n°2)
EN : 13727 + A2 (Phase 2, étape 1)

INOMY AU PROUIE © oo e e e e e e e e e e eaemennn s e aeaens DDN-9
HELIOEL,. ... oo sesmonrassmmsmasasssnsms e ssss s e s e e B SRS SR RS R RO SRS eSS TR 5068
Fabricant : e Franklab
Aspect du produit : e Liquide, Incolore
Conditions de stockage (température, etc.) :________._._.__......................Qbscurit¢ température ambiante

Méthode par dilution-neutralisation:

Température d’essai @, _.20°C*1°C

Substances interférentes: ________________ Conditions de Saleté (3 g/l d’albumine bovine et 3 ml/l de GRm)

Souche d’essai : e StapRYIOCOCCHS qureus CIP 4.83
Temperature BINCUbAtON 1., ..ossensnsesasmsmsasasessmmmmasssns s ioss i i R S A S
DAt deTTesSili . ..o crcsmommmrereremsensa s sssesarssemseansesasmsspansneassanisies s s sasses RO QR 2 16
Diluant utilisé pour les solutions d’essai du produit: ... .. . .........Eaudure
Aspect des dilutions du produit: ... Liquide, Incolore
Aspectduproduitlorside 'essais . ............o.ooemecsememeeseesseomsrasmsssassssisssossassasasasssdssnsed Absence de précipité
Validation et témoins
Suspension de validation Témoin des conditions Témoin de toxicité du Validation de la méthode
(Nvo) expérimentales (A) neutralisant (B) (©
Ve 106 | _ Ve 99 - Vel 132 | _ Ve 104 | _
Va 9 X =98 s 110 x =108 [ 75 134 | X~ 133 [, 20 x=92
30<xde N, <1607 | xdedest20,5xxde | % deB20,0005xN,, | x deC est>0,5%xde
Ny ? Nyo?
oui| X | Non Oui| 3¢ | Non Oui | 3¢ | Non Oui X Non
e, dovalidation Jva | 120 | _ 30 < x de N,, /1000 <160 2
vB) » = .
Ver 95 x =108 | oyi X Non

V. : Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; Na: Nombre d’UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Ny, : Nombre d’UFC/ml dans la
dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries.

Comme indiqué dans la norme, la concentration du produit utilisée pour valider la norme est la concentration la plus
élevée étudiée soit ici 0,25%.

Page 9 sur 14

i tw!SRL 0926 /¢



Proceés-verbal N° 16-06

Suspension d’essai et Essai

Suspension d’essai | N Ve | Vo | N=(299+415+61+47)/ 2,2.10° = 8,62 log
No=N/10=17,62 log
No A .
st ) No est compris entre 7,17 et 7,70 ? Qui Non
107 | 299 | 415 X
107 | 61 | 47
Concentration
i . Facteur de v v _ p—— log R
temps de ol 2 N.= xx10 0g Na
dilution .
contact (No =6,62)
0,25% 10° 0* 0*
<140 <2,15 >5,47
5 minutes 10! 0 0
0,125% 10° 0* 0*
<140 <2,15 >5,47
5 minutes 10! 0 0
0,063% 10° 0* 0*
<140 o4 1) >5,47
5 minutes 107! 0 0
0,031% 10° Inc Inc
, >66000 >4,82 <2,80
5 minutes 10! Inc* Inc*

V¢ : Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; N,: Nombre d’'UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Ny, : Nombre d’UFC/ml dans la
dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries. Inc : Incomptable.

Contrdle des moyennes pondérées : D= [(299 +415) /2] / [(61 +47)/2] = 6,61
6,61 est compris entre 5 et 15.

Remarques a propos des résultats

v Tous les témoins et le mélange de validation de la méthode donnent des valeurs comprises a I’intérieur

des limites de base.
v" Une concentration du produit au moins a présenté une réduction logarithmique d’au moins 5 log.
¥" Aucune formation de précipité durant la réalisation de I’essai.
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Proces-verbal N° 16-06

-Résultats de la souche Enterococcus hirae CIP 58.55

Résultats d’essai (Répétition n°1)
EN : 13727 + A2 (Phase 2, étape 1)

NOM U ProdUIt : et DDN-9
N Lot 5068
FabriCant s e aeeeeneene o FTEDK]AD
Aspect duproduit s e Liquide, Incolore
Conditions de stockage (température, etc.) ;oo Obscurité, température ambiante
Meéthode par dilution-neutralisation:

Raisons du choix de laméthode : . . ... Méthode recommandée par la norme EN 13727 + A2
Neutralisant utilis¢ : Polysorbate 80 : 30g,. Lécithine d’ceuf’: 3g, Histidine HCI : 1g, Peptone pancréatique de
caséine : 1g, Chlorure de sodium : 4.3g, Phosphate monopotassique : 3,6g, Phosphate disodique dihydraté : 7.2g,

Température d’essai ;. cL200cE 1€

Substances interférentes: ... Conditions de saleté (3 g/l d’albumine boving et.3 ml/l.de GRm)

SOUChE A €SSAH 1. e Enterococcus hirae CIP 58.55
Température A’ InCUDAtION t 3T c e 1°C
D L R 14/06/2016
Diluant utilis¢ pour les solutions d’essai du produit: P =: 11K L1
Aspect des dilutions du produit: .. Liquide, Incolore
Aspect du produit lors de I'essai: . Absence de précipité

Validation et témoins

Suspension de validation Témoin des conditions Témoin de toxicité du Validation de la méthode
(Nvo) expérimentales (A) neutralisant (B) (C)

Vel 141 | _ Ve 85 _ Vel 154 | _ Va 115 | _

N5 151 |~ =146 [y, 01 x =88 [V, 137 x=146 [y, 110 x=113

30<xde N, <1602 | xde A est>05xxde | x deB=0,0005xN,, | x de Cest20,5%xde
Nyo? Nyo?

Oui| X | Non Oui X Non Oui X Non Oui X Non

(SN“Sanf(‘)g“ de validation | v, | 104 | _ 30<x de N,, /1000 <160 2

vB
’ x =109 :

Ve 113 Oui X Non

Ve Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; Na: Nombre d’UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Ny, : Nombre d’UFC/ml dans la
dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries.

Comme indiqué dans la norme, la concentration du produit utilisée pour valider la norme est la concentration la
plus élevée étudiée soit ici 0,25%.
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Procés-verbal N° 16-06

Suspension d’essai et Essai

Suspension d’essai | N Ve | Voo | N=(524+466+51+59)/2,2.10¢=8,70 log
No=N/10=17,70 log
NetN ’ s
(N et No) No est compris entre 7,17 et 7,70 ? Qui Non
107 | 524 | 466 X
107 | 51 | 59
Concentration
Facteur de _ log R
/temps de dillti Vi Ve Na= xx10 Log Na
ilution =
contact (No=7.70)
0,25% 10° 0* 0
<140 <2,15 >5,55
5 minutes 10! 0 0
0,125% 10° 0* 0*
<140 <2,15 >5,55
5 minutes 10! 0 0
0,063% 10° 0* 0*
<140 2,15 >5,55
5 minutes 10! 0 0
0,031% 10° >660 >660
. 22700 4,36 3,34
5 minutes 10! 220% 234%

V.: Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; N,: Nombre d’UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Ny, : Nombre d’UFC/ml dans la
dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries. Inc : Incomptable.

Contréle des moyennes pondérées : D= [(524 + 466)/2] / [(51 + 59)/2] =9
9 est compris entre 5 et 15.

Remarques a propos des résultats

v" Tous les témoins et le mélange de validation de la méthode donnent des valeurs comprises a I'intérieur

des limites de base.
v" Une concentration du produit au moins a présenté une réduction logarithmique d’au moins 5 log.

v Aucune formation de précipité durant la réalisation de ’essai.
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Procés-verbal N° 16-06

Résultats d’essai (Répétition n°2)
EN : 13727 + A2 (Phase 2, étape 1)

o BPESAIIE & e o e o s DDN-9
BEBO e e e e DO
BABEICEIY § oo oeninnosoosuommnmmmsmsisnamis i o S S R S s e psesseasamasevse oL DAL LD)
AepechdiPpiatuils. ..o e e o Liquide, Incolore
Conditions de stockage (température, etc.) ;.. Obscurité, température ambiante

Méthode par dilution-neutralisation:

Raisons du choix de la méthode : ... ... ... Méthoderecommandée parlanorme EN 13727 + A2
Neutralisant utilisé : Polysorbate 80 : 30g, Lécithine d’ceuf: 3g, Histidine HCL: 1g, Peptone pancréatique de
caséine : lg. Chlorure de sodium ; 4.3g, Phosphate monopotassique : 3,6g. Phosphate disodique dihydraté ; 7.2g,
T oL O U U U S
TERERRIHE U e e e o e e TS 20°C £ 1°C
Substances interférentes:. ... Conditions de saleté (3 g/l d’albumine bovine et 3 ml/l de GRm)
Souche d'eSSA1 1 e Enterococcus hirae CIP 58.55
Température d’incubation : e 310G ELIC
Date de PeSSa & ... e enennennnn. 21/06/2016
Diluant utilisé pour les solutions d’essai du produit: i Eau dure
Aspect des dilutions du produit: . e Liquide, Incolore
Aspect du produit lors de Iessai:___ . S Absence de précipité

Validation et témoins

Suspension de validation Témoin des conditions Témoin de toxicité du Validation de la méthode
(Nyo) expérimentales (A) neutralisant (B) (9]

Vel 107 | — Ver 65 - Ve 120 | _ Ve 83 | _

Voo 99 | ¥ = 103 [y, 77 x=71 [y, 109 | X< 1.5 [N 9 x=90

30<X de N, <1602 | xde Aest205xxde | % deB20,0005%N,, | x de C est =0,5%x e
Ny ? Nyo?

Oui| X | Non Oui| x| Non Oui | 5 | Non Oui x | Nen

(SNUSP)GHISégH de validation | v, | 101 | _ 30<x de N, /1000 <160 2

vB/) s = .

s 76 X =89 | Oui X Non

Ve: Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; Na: Nombre d’UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Ny, : Nombre d’UFC/ml dans la
dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries.

Comme indiqué dans la norme, la concentration du produit utilisée pour valider la norme est la concentration la
plus élevée étudiée soit ici 0,25%.
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Procés-verbal N° 16-06

Suspension d’essai et Essai

Suspension d’essai | N Ve | Veo | N=(389+422+44+47)/2,2.10° = 8,61 log
No=N/10=7,61 log
No % ;
i No est compris entre 7,17 et 7,70 ? Quj Non
107° | 389 | 422 X
107 | 44 | 47
Concentration T
y 1 Facteur de v v _ Eonlf og
temps de el 2 N,= x x10 0g Na
dilution =761
contact (No=7,61)
0,25% 10° 0* 0*
<140 <2,15 >5,46
5 minutes 107! 0 0
0,125% 10° 0% 0*
<140 <2,15 >5,46
5 minutes 10! 0 0
0,063% 10° 0* 0*
<140 <2,15 >5,46
5 minutes 10! 0 0
0,031% 10° >660 >660
50900 4,71 2,90
5 minutes 107 496* 522%

V.: Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
mélange d’essai ; N,: Nombre d’UFC dénombrées aprés contact avec le produit ; Ny, : Nombre d’UFC/ml dans la
dilution de la suspension de validation ; R : Réduction du nombre de bactéries. Inc : Incomptable.

Contrdle des moyennes pondérées : D= [(389 + 422)/2]/ [(44 + 47)/2] = 8,9
8,9 est compris entre 5 et 15.

Remarques a propos des résultats

v" Tous les témoins et le mélange de validation de la méthode donnent des valeurs comprises & I’intérieur

des limites de base.
v" Une concentration du produit au moins a présenté une réduction logarithmique d’au moins 5 log.

v Aucune formation de précipité durant la réalisation de I’essai.

Conclusion

Des tests ont été effectués sur les souches référencées Staphylococcus aureus CIP 4.83, Enterococcus hirae
CIP 58.55, Pseudomonas aeruginosa CIP 103.467. Les essais ont été effectués deux fois (sauf P.aeruginosa trois
fois). La moyenne de la réduction avec la souche d’essai limitante P.aeruginosa en 5 minutes a 0,5% est de 1,48.10°
soit 5,17 log.

Conformément & la norme EN 13727 + A2 (2015), le lot 5068 du produit DDN-9, lorsqu’il est concentré a
0,5% (V/V) dans de ’eau dure (Produit utilisé dilué), présente une activité bactéricide en 5 minutes 4 20°C, dans
les conditions de saleté (3 g/l d’albumine bovine et 3 ml/l de globules rouges de mouton), vis-a-vis de la souche

référencée P.aeruginosa, pour une activité de désinfection des dispositifs médicaux.

Clermont-Ferrand, le 18/07/2016.
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Etude n°140D10-2015-06 DDN9 1/17

RAPPORT D’ESSAI

DETERMINATION DE L’ACTIVITE BACTERICIDE DU PRODUIT
DDN9 SELON LA NORME EN 14561

Délivré a Mme CHAKCHOUK ‘R |

Pour: FRANKLAB ﬁ@ g@ﬂm@ﬂ@mé

3 avenue des Frénes
78180 MONTIGNY LE BRETONNEUX
FRANCE

=

3
o~

Demande d'essai du: 12/05/2015

Références du dossier d'analyses: n°140D10-2015-06

ESSAIS DE BACTERICIDIE :

Selon la méthodologie de la norme européenne NF EN 14561 (Mars 2007) — antiseptiques et désinfectants
chimiques — essais quantitatifs de porte germes pour I’évaluation de I’activité bactéricide pour instruments

utilisés en médecine humaine.
Essais sur 3 souches de référence : Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus hirae et Staphylococcus aureus.
Ce rapport comporte 17 pages et ne concerne que I’échantillon étudié.

Date d'émission : 24/06/2015

Stephanie MOROT-BIZOT Professeur Georges HERBEIN
Docteur en microbiologie Professeur des Universités Médecin Hospitalier
Chargée de I'étude Expert scientifique

—

APEX BIOSOLUTIONS A0 C
18, rue AVARY f J(/\,
2500 sancon \ / L '\
Tél: 03 81 25 09 03 812553 51 \,

18, rue Alain SAVARY -+ 25000 Besangon « Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51* SARL « RCS BESANCON -+ N°
SIRET 51786053200012 ¢ N° TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-06 DDN9 317

1. LABORATOIRE AYANT REALISE LES IDENTIFICATIONS

APEX BIOSOLUTIONS
18, rue Alain SAVARY
25000 BESANCON

2. IDENTIFICATION DES ECHANTILLONS

Echantillon N° lot

DDN9 4227B02

Echantillons regus au laboratoire le 22/05/2015.

Date limite d'utilisation optimale: non précisé

Fabricant: FRANKLAB

Date de fabrication: non précisé

Conditions de stockage: Température ambiante et obscurité
Composants actifs: ammoniums quaternaires.

Aspect: liquide transparent

Diluant préconisé par le fabricant: eau potable.

Période de I'étude: du 25/05/2015 au 01/06/2015

3. CONDITIONS EXPERIMENTALES

1. Concentrations du produit soumis a l'essai : 0,5%.
2. Meéthode employée: dilution-neutralisation
3. Temps de contact: 10 min — 15 min — 60 min

4. Température d'essai: 20°C

5. Substance interférente: albumine bovine (3g/1) et érythrocytes de mouton (3 mL/L), conditions de
saleté.

6. Diluant des suspensions bactériennes et des essais : solution tryptone sel stérile.

7. Souches bactériennes utilisées: Staphylococcus aureus subsp. aureus DSM 799 lot 0413(ATCC
6538), Pseudomonas aeruginosa DSM 939 lot 0413 (ATCC 15442) et Enterococcus hirae DSM
3320 lot 0511 (ATCC 10541) — DSMZ.

18, rue Alain SAVARY ¢ 25000 Besangon * Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51» SARL « RCS BESANCON = N°
SIRET 51786053200012 e N°TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-06 DDN9 4/17
8. Conditions de culture des bactéries : sur géloses TSA (Tryptone Soja Agar), a 37°C £+ 1°C.

9. Technique d'arrét de I'action bactéricide : transfert du porte germe dans 10 ml de neutralisant a base
de polysorbate 80 (30g/1) et de jaune d’ceuf (5%) dans de I’eau distillée.

4., RESULTATS PROPREMENT DITS
Voir feuilles de résultats.

SYNTHESE RESULTATS

Le produit DDN9 est bien actif vis-a-vis des souches de référence utilisées, car la réduction moyenne
obtenue est supérieure a 5 log pour les cellules bactériennes viables :

Sur produit 4 0.5% pour 15 min de contact :

— pour P, geruginosa, R > 5,17
— pour E. hirae, R> 5,22

— pour S. aureus, R> 5,25

5. CONCLUSION

Conformément a la norme EN 14561 (Mars 2007), le produit DDN9 lot n°4227B02:

- a une activité bactéricide sur les trois souches bactériennes de référence lorsqu’employé a
0.5%, pour 15 min de contact a 20°C, en conditions de saleté (3 g/l d'albumine bovine et 3 mL/L

érythrocytes de mouton).

18, rue Alain SAVARY -« 25000 Besangon * Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51* SARL * RCS BESANCON « N°
SIRET 51786053200012 ¢ N° TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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FEUILLE 1 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Pseudomonas aeruginosa (essai)

Norme employée: EN 14561, phase 2 étape 2
Nom du produit : DDN9
N° de lot: 4227B02

Méthode par dilution-neutralisation Dénombrement en profondeur
[J Dénombrement en surface
<] Nombre de boites/ml ; 1

Neutralisant : Polysorbate 80 (30g/1) + jaune d’ceuf (5%) dans I’eau distillée.

Température d'essai : 20°C.

Substance interférente : albumine bovine a 3 g/l et érythrocytes de mouton a 3 mL/L
Micro-organisme d'essai : Pseudomonas aeruginosa (DSM 939, lot 0413)

Température d'incubation : 37°C £+ 1°C

N°de l'essai 140D 10-2015-06 Date de I'essai : 28/05/2015

Personne responsable : Mme MOROT-BIZOT Stephanie Signature :

s

Diluant utilisé pour les solutions d'essai du produit : eau distillée

Aspect des solutions d'essai du produit : limpide

Validation et controles

Suspension de Témoin des conditions Témoin du Validation de la
validation NvO expérimentales A neutralisant B méthode C
Vel 61 X 48 X 50 X 43 X
Ve2 60 60,5 48 48 56 53 46 44,5
30sxde V0160 | XIEAEIENSMRIS | ghegs0xndeno | XdeC205xXde NvO
Xoui onon Xoui Onon Xoui Onon Xoui Onon

18, rue Alain SAVARY - 25000 Besangon * Tel: 03.81.25.09.04 » Fax: 03.81.25.53.51* SARL * RCS BESANCON ¢ N°
SIRET 51786053200012 e N° TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-06 DDN9

Suspension d'essai et essai

Vérifications de la méthodologie:

- N est compris entre 1,5 x 10° UFC/ml et 5,0 x 10° UFC/ml
- Nw est compris entre 1,4 x 10° UFC/ml et lg N-1,3

- NvO0 est compris entre 30 et 160 UFC/ml
- A, B et C sont égaux ou supérieurs a 0,5 x Nv0
- Le quotient des dénombrements moyens pondérés est compris entre 5 et 15

Légende :

Ve = dénombrement par ml
X = moyenne de Vcl et Vc2
N = nombre d’UFC/ml dans la suspension d'essai

Nv = nombre d'UFC/ml dans la suspension de validation
A = nombre d'UFC/ml dans I’essai de validation des conditions expérimentales

B = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de la toxicité du neutralisant
C = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de I’inactivation par dilution-neutralisation

Na = nombre d’UFC/ml des survivants aprés essai
R = réduction (lg R = Ig NO — Ig Na)

Suspension d'essai (N) logN Témoin eau (Nw) log Nw
107 282 599 9,46 10" 201 203 7.31
10°® 28 29 7,15 < Nw < Ig N-1,3?
9,17 <N £9,70? xoui onon
Xoui onon
Essais
0.5% 10 min | 0.5% 15 min | 0.5% 60 min
10° 38 | 39 0 0 0 0
10" 5 0 0 0 0
10” 1 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
log Na 2,59 <2,15 <2,15
log R =log Nw - log Na 4,72 >5,16 >5,16

6/17

18, rue Alain SAVARY 25000 Besangon * Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51* SARL » RCS BESANCON « N°
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FEUILLE 2 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Pseudomonas aeruginosa (répétition)

Norme employée: EN 14561, phase 2 étape 2
Nom du produit : DDN9
N° de lot: 4227B02

Meéthode par dilution-neutralisation X Dénombrement en profondeur
(] Dénombrement en surface
Nombre de boites/ml : |

Neutralisant : Polysorbate 80 (30g/1) + jaune d’ceuf (5%) dans I’eau distillée.
Température d'essai : 20°C.

Substance interférente : albumine bovine a 3 g/l et érythrocytes de mouton a 3 mL/L
Micro-organisme d'essai : Pseudomonas aeruginosa (DSM 939, lot 0413)

Température d'incubation : 37°C + 1°C

N° de I'essai 140D10-2015-06 Date de l'essai : 29/05/2015

Personne responsable : Mme MOROT-BIZOT Stephanie Signature :

Diluant utilisé pour les solutions d'essai du produit : eau distillée

Aspect des solutions d'essai du produit : limpide

Validation et controles

Suspension de | Témoin des conditions Témoin du Validation de la
validation NvO expérimentales A neutralisant B méthode C
Vel 63 X 48 X 49 X 43 X
Ve2 66 64,5 44 46 45 47 42 42,5
30 <% de Nv0 <160 “P‘Aes;:g'sxide XdeB20,5xXdeNvO | XdeC20,5xXde NvO
Xoui onon Xoui gnon Xoui O non Xoui dnon

18, rue Alain SAVARY - 25000 Besangon « Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51+ SARL » RCS BESANCON « N°
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Etude n°140D10-2015-06 DDN9 8/17

Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai (N) log N Témoin eau (Nw) log Nw
10”7 293 296 9,46 10* 212 213 7,33
10°® 29 o, 7,15 < Nw < Ig N-1,3?
9,17 <N <9,70? Xoui Onon
XO0oul Onon
Essais
0.5% 10 min | 0.5% 15 min | 0.5% 60 min
10° 33 38 0 0 0 0
10* 0 0 0 0
107 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0
log Na 2,55 <2,15 <2,15
log R = log Nw - log Na 4,78 >5,18 >5,18

Vérifications de la méthodologie:

- N est compris entre 1,5 x 10° UFC/ml et 5,0x 10° UFC/ml

- Nw est compris entre 1,4 x 10° UFC/ml et Ig N-1,3

- Nv0 est compris entre 30 et 160 UFC/ml

- A, B et C sont égaux ou supérieurs a 0,5 x Nv0

- Le quotient des dénombrements moyens pondérés est compris entre 5 et 15

Légende :

Ve = dénombrement par ml

X = moyenne de Vcl et Vc2

N = nombre d’UFC/ml dans la suspension d'essai

Nv = nombre d'UFC/ml dans la suspension de validation

A= nombre d'UFC/ml dans I’essai de validation des conditions expérimentales

B = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de la toxicité du neutralisant

C = nombre d'UFC/mI dans le mélange d’essai de validation de I’inactivation par dilution-neutralisation
Na = nombre d’UFC/ml des survivants aprés essai

R = réduction (Ig R = Ig NO — Ig Na)

18, rue Alain SAVARY + 25000 Besangon * Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51+ SARL * RCS BESANCON « N°
SIRET 51786053200012 e N° TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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FEUILLE 3 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Enterococcus hirae (essai)

Norme employée: EN 14561, phase 2 étape 2
Nom du produit : DDN9
N° de lot: 4227B02

Méthode par dilution-neutralisation Dénombrement en profondeur
[0 Dénombrement en surface
Nombre de boites/ml : 1

Neutralisant : Polysorbate 80 (30g/I) + jaune d’ceuf (5%) dans I’eau distillée.

Température d'essai : 20°C.

Substance interférente : albumine bovine a 3 g/l et érythrocytes de mouton a 3 mL/L
Micro-organisme d'essai : Enterococcus hirae (DSM 3320, lot 0511)

Température d'incubation : 37°C + [°C

N°de l'essai  140D10-2015-06 Date de l'essai : 28/05/2015

Personne responsable : Mme MOROT-BIZOT Stephanie Signature :

Diluant utilisé pour les solutions d'essai du produit : eau distillée

Aspect des solutions d'essai du produit : limpide

Validation et controles

Suspension de Témoin des conditions Témoin du Validation de la
validation NvO expérimentales A neutralisant B méthode C
Vel 48 X 60 X 70 X 58 X
Ve2 49 48,5 63 61,5 58 64 59 58,5
30 <X de Nv0 <160 ide“t:g‘sx”e %deB205xXdeNv0 | XdeC20,5x%deNvO
Xoui Onon X oui Onon X oui Onon Xoui Onon

18, rue Alain SAVARY -+ 25000 Besangon ¢ Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51* SARL « RCS BESANCON = N°
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Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai (N) log N Témoin eau (Nw) log Nw

10" | 263 9,43

107 275 276 9,44

10° 27 26 7,15 < Nw < Ig N-1,3?
9,17 <N <9,70? oul cenar
X 0ui O non
Essais
0.5% 10 min | 0.5% 15 min | 0.5% 60 min
10° 27 28 ;) 5 0 0
10" 0 0 0 0
107 0 0 0 0
10° 0 0 0 0
log Na 2,44 <2,15 <2,15
log R = log Nw - log Na 4,94 >5,23 >5,23

Vérifications de la méthodologie:

- N est compris entre 1,5 x 10° UFC/ml et 50x 10° UFC/ml

- Nw est compris entre 1,4 x 10® UFC/ml et Ig N-1,3

- Nv0 est compris entre 30 et 160 UFC/ml

- A, B et C sont égaux ou supérieurs a 0,5 x Nv0

- Le quotient des dénombrements moyens pondérés est compris entre 5 et 15

Légende :

Ve = dénombrement par ml

X = moyenne de Vcl et Vc2

N =nombre d’UFC/ml dans la suspension d'essai

Nv = nombre d'UFC/ml dans la suspension de validation

A= nombre d'UFC/ml dans I’essai de validation des conditions expérimentales

B = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de la toxicité du neutralisant

C = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de I’inactivation par dilution-neutralisation
Na = nombre d’UFC/ml des survivants aprés essai

R =réduction (Ig R = 1g NO — lg Na)

18, rue Alain SAVARY - 25000 Besangon « Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51* SARL ¢ RCS BESANCON = N°
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FEUILLE 4 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Enterococcus hirae (répétition)

Norme employée: EN 14561, phase 2 étape 2
Nom du produit : DDN9
N° de lot: 4227B02

Méthode par dilution-neutralisation X Dénombrement en profondeur
[J Dénombrement en surface
Nombre de boites/ml : 1

Neutralisant : Polysorbate 80 (30g/1) + jaune d’ceuf (5%) dans I’eau distillée.

Température d'essai : 20°C.

Substance interférente : albumine bovine a 3 g/l et érythrocytes de mouton a 3 mL/L
Micro-organisme d'essai : Enterococcus hirae (DSM 3320, lot 0511)

Température d'incubation : 37°C + 1°C

N°de lI'essai  140D10-2015-06 Date de I'essai : 29/05/2015

Personne responsable : Mme MOROT-BIZOT Stephanie Signature :

Diluant utilisé pour les solutions d'essai du produit : eau distillée

Aspect des solutions d'essai du produit : limpide

Validation et controles

Suspension de | Témoin des conditions Témoin du Validation de la
validation NvO expérimentales A neutralisant B méthode C
Vcl 63 X 59 X 50 X 45 X
V2 63 63 55 57 52 51 54 49,5
30 <X de NvO <160 Ne“iﬁfg'sx“e XdeB20,5xXde Nv0 | XdeC20,5x%de NvO
Xoui gnon Xoui Onon Xoui Onon X 0oui DOnon
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Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai (N) logN Témoin eau (Nw) log Nw

10* 225 229 7,36

el 270 269 9,43

10° 27 26 7,15 <Nw <lg N-1,3?
9,17 <N <9,70? xoui_onon
Xoui Onon
Essais
0.5% 10 min | 0.5% 15 min | 0.5% 60 min
10° 30 27 12 8 0 0
10? 6 0 0 0
107 0 0 0
10° 0 0 0 0
log Na 2,45 <2,15 <2,15
log R = log Nw - log Na 4,90 >5,21 >5,21

Vérifications de la méthodologie:

- N est compris entre 1,5 x 10° UFC/ml et 5,0 x 10° UFC/ml

- Nw est compris entre 1,4 x 10° UFC/ml et Ig N-1,3

- Nv0 est compris entre 30 et 160 UFC/ml

- A, B et C sont égaux ou supérieurs a 0,5 x Nv0

- Le quotient des dénombrements moyens pondérés est compris entre 5 et 15

Légende :

Vc = dénombrement par ml

X =moyenne de Vcl et Vc2

N = nombre d’UFC/ml dans la suspension d'essai

Nv = nombre d'UFC/ml dans la suspension de validation

A =nombre d'UFC/mI dans I’essai de validation des conditions expérimentales

B = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de la toxicité du neutralisant

C = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de I’inactivation par dilution-neutralisation
Na = nombre d’UFC/ml des survivants aprés essai

R = réduction (Ig R = Ig NO — Ig Na)

18, rue Alain SAVARY 25000 Besangon « Tel: 03.81.25.09.04 » Fax: 03.81.25.53.51* SARL * RCS BESANCON = N°
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FEUILLE 5 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Staphylococcus aureus (essai)

Norme employée: EN 14561, phase 2 étape 2
Nom du produit : DDN9
N° de lot: 4227B02

Méthode par dilution-neutralisation X Dénombrement en profondeur
(] Dénombrement en surface
X Nombre de boites/ml : 1

Neutralisant : Polysorbate 80 (30g/1) + jaune d’ceuf (5%) dans I’eau distillée.

Température d'essai : 20°C.

Substance interférente : albumine bovine a 3 g/l et érythrocytes de mouton a 3 mL/L
Micro-organisme d'essai : Staphylococcus aureus (DSM 799, lot 0413)

Température d'incubation : 37°C £ 1°C

N°de l'essai  140D10-2015-06 Date de l'essai : 28/05/2015

Personne responsable : Mme MOROT-BIZOT Stephanie Signature :

Diluant utilisé pour les solutions d'essai du produit : eau distillée

Aspect des solutions d'essai du produit : limpide

Validation et controles

Suspension de Témoin des conditions Témoin du Validation de la
validation NvO expérimentales A neutralisant B méthode C
Vel 50 X 47 X 50 X 43 X
Ve2 51 50,5 47 47 52 51 48 45,5
30 <X de Nv0 <160 id“e‘r‘;‘fg'sxide XdeB20,5xXdeNvO | XdeC20,5x%deNvO
X oui onon X 0oui gnon Xoui onon Xoui Onon
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Suspension d'essai et essai

14/17

Suspension d'essai (N) log N Témoin eau (Nw) log Nw
107 | 294 | 290 | 946 10 | 221 | 220 | 734
107 29 25 7,15 < Nw < Ig N-1,3?
9,17 < N<9,70? xoui_gnon
X oui O non
Essais
0.5% 10 min | 0.5% 15 min | 0.5% 60 min
10° 20 27 0 0 0 0
10* 0 0 0 0
10? 0 0 0 0 0 0
10° 0 0 0 0
log Na 2,37 <2,15 <2,15
log R = log Nw - log Na 4,97 >5,20 >5,20

Vérifications de la méthodologie:

- N est compris entre 1,5 x 10° UFC/ml et 5,0 x 10° UFC/ml

- Nw est compris entre 1,4 x 10° UFC/ml et Ig N-1,3

- Nv0 est compris entre 30 et 160 UFC/ml

- A, B et C sont égaux ou supérieurs a 0,5 x Nv0

- Le quotient des dénombrements moyens pondérés est compris entre 5 et 15

Légende :

V¢ = dénombrement par ml

X = moyenne de Vcl et Vc2

N = nombre d’UFC/ml dans la suspension d'essai

Nv = nombre d'UFC/ml dans la suspension de validation

A = nombre d'UFC/ml dans I’essai de validation des conditions expérimentales

B = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de la toxicité du neutralisant

C =nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de ’inactivation par dilution-neutralisation
Na = nombre d’UFC/ml des survivants aprés essai

R = réduction (lg R = Ig NO — lg Na)
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FEUILLE 6 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Staphylococcus aureus (répétition)

Norme employée: EN 14561, phase 2 étape 2
Nom du produit : DDN9
N° de lot: 4227B02

Méthode par dilution-neutralisation Dénombrement en profondeur
0 Dénombrement en surface
XI Nombre de boites/ml : 1

Neutralisant : Polysorbate 80 (30g/1) + jaune d’ceuf (5%) dans ’eau distillée.
Température d'essai : 20°C.

Substance interférente : albumine bovine a 3 g/l et érythrocytes de mouton 4 3 mL/L
Micro-organisme d'essai : Staphylococcus aureus (DSM 799, lot 0413)

Température d'incubation : 37°C + 1°C

N° de l'essai 140D10-2015-06 Date de I'essai : 29/05/2015

Personne responsable : Mme MOROT-BIZOT Stephanie Signature :

Diluant utilisé pour les solutions d'essai du produit : eau distillée

Aspect des solutions d'essai du produit : limpide

Validation et controles

Suspension de Témoin des conditions Témoin du Validation de la
validation NvO expérimentales A neutralisant B méthode C
Vel 73 X 72 X 68 X 60 X
V2 70 71,5 70 71 65 66,5 60 60
30<XdeNv0s160 | XICACKESNXI | guepap0.rdeno | RdeC205xxde MO
Xoui onon X oui Onon Xoui Onon X oui O non

18, rue Alain SAVARY « 25000 Besangon * Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51* SARL * RCS BESANCON ¢ N°
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Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai (N) log N Témoin eau (Nw) log Nw

10" 288 270 7,45

107 300 307 9,48

7,15 < Nw < Ig N-1,3?

10° 31 31
9,17 <N £9,70? X oui onon
X oui onon
Essais
0.5% 10 min | 0.5% 15 min | 0.5% 60 min
10° 35 38 0 5 0 0
10™ 0 0 0 0
10° 0 0 0 0
10° 0 0 0 0
log Na 2,56 <2,15 <2,15
log R = log Nw - log Na 4,88 >5,30 >5,30

Vérifications de la méthodologie:

- N est compris entre 1,5 x 10° UFC/ml et 5,0 x 10° UFC/ml

- Nw est compris entre 1,4 x 10° UFC/ml et Ig N-1,3

- NvO0 est compris entre 30 et 160 UFC/ml

- A, B et C sont égaux ou supérieurs a 0,5 x Nv0

- Le quotient des dénombrements moyens pondérés est compris entre 5 et 15

Légende :

Ve = dénombrement par ml

X = moyenne de Vcl et Vc2

N = nombre d’UFC/ml dans la suspension d'essai

Nv = nombre d'UFC/ml dans la suspension de validation

A = nombre d'UFC/ml dans I’essai de validation des conditions expérimentales

B = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de la toxicité du neutralisant

C = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de I’inactivation par dilution-neutralisation
Na = nombre d’UFC/ml des survivants aprés essai

R = réduction (Ig R = 1g NO — Ig Na)
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ANNEXE TECHNIQUE

Milieux de culture utilisés, stérilisés par autoclavage :
TSA (Tryptone Soja agar), Dominique Dutscher, réf. 777410, lot n°409161

SUBSTANCES INTERFERENTES :
Sérum Albumine Bovine en poudre, Fraction V, Dominique Dutscher, réf.P6154, lot M10637P6154

Sang de mouton, Analytic Lab, réf. 08449, lot n°bcbj3984V.

DILUANT
Solution Tryptone-Sel (TS)

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée :

— Tryptone, Dominique Dutscher, réf. 777472, lot n°® 090633 -- 1,00 g/l
—  Chlorure de sodium, Grosseron, ref 9020401, lot n°® FR08 085 793 -- 8,50 g/l
pH final aprés autoclavage a4 25°C : 7,0 £ 0,2
NEUTRALISANT
Ingrédients par litre d’eau distillée stérile :
- Polysorbate 80, Sigma Aldrich, ref 59924, lot BCBJ6978V--e-mmememmmmmcaeeee 30g/1
— Jaune d’ceuf, 5% ==mmmmcmmmmmmee e e 50g/1

Stérilisé par autoclavage (sans jaune d’ceuf)

EAU DURE

Solution A: - MgCI2 anhydre, réf. M8266, lot n° 108K0068, SIGMA ALDRICH
- CaCl2 anhydre, réf. C1016, lot n° 059K0030, SIGMA ALDRICH

Solution B: - NaHCO3, réf. S6014, lot n°059K 0052, SIGMA ALDRICH

pH final apres filtration: 7,0 + 0,2 4 25°C.

PORTE-GERMES EN VERRE - lames de verre dépoli 15 x 60 mm, | mm d’épaisseur — Thermo
scientific/ Menzel-Gldser — réf. 100 OTM, lot n°01 1794389.
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