CERTIFICATE OF EQUIVALENCE E‘Eﬂ .Iﬁlépg

EQUIVALENCE ENZYMEX L9

Formula code FR‘}NKU.\B Packaging FRA!\IKLAB
Designation Commercial reference
5L can 1043505
FO10435V4 ENZYMEX L9 :
1L dosing bottle 1043501
25mL dose 1043565

Louisa KDYEM

Digitally signed by Bunic Gheorghe Regu Iatory Affairs Ma fager

Date: 2023.11.07 18:03:32 EET
Reason: MoldSign Signature
Location: Moldova

Date of creation : 11/02/2022
Date of update : 11/02/2022



Procés-verbal N° 14-26.2

PROCES-VERBAL NORME EN 13727 + A1 (2013)

Laboratoire ayant réalisé I’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

Nomduproduit: F010435v4
Fabricant : . Franklab
Diluant du produit dont Iutilisation est recommandée par le fabricant: Eau potable
Substance(s) active(s) ... Nonspécifié
Date de livraison du produit: 2/5/14
Date de péremption : Non renseigné
Période d’analyse - ] Du21/5/14 au 31/7/14
-Résultats pour la souche Pseudomonas aeruginosa CIP 103.467
Résultats d’essai
EN : 13727 (Phase 2, étape 1)
Nomduproduit: . F010435V4
L AR L372-25/4/14
Fabricant s O . 1114 [ -
T i e Liquide, de couleur vert
Conditions de stockage (température,etc.): ___________ Obscurité, température ambijante
Méthode par dilution-neutralisation:
Raisons du choix de laméthode: . Méthode recommandée par la norme EN 13727
Neutralisantutilisé: Bouillon Letheen REFVWR : 301580ZA
e s TR 20°C
Substances interférentes . Conditions de saleté (3 g/l d’albumine bovine et 3. mV/l de GRm)
SOV BRI o Pseudomonas aeruginosa CIP 103.467
Gélose utilisée SO [ 1< (1.7 .
Température d’incubation U |7 .. G
oL TR 1 e 29/7/14
Diluant utilisé pour les solutions d’essai du produit . Eau dure
Aspect des dilutions du prodvwit: . Incolore
Aspect du produit lorsde I'essai:_______._. Absence de précipité
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Validation et témoins

Procés-verbal N° 14-26.2

Suspension de validation

Témoin des conditions

Témoin de filtration (B)

Validation de la méthode

(Nyo) expérimentales (A) (©)

Ve 67 - \& 59 _ Ve 50 _ Va 56 _

Vo 29 x =78 [v, 75 x =67 [y, 62 x=56 [v, 57 x=54

30<xde NV, <1607 | xde dest 20,5xxde | * deB 20,0005 N, | x de C est = 0.,5x x de
Ny ? Oui Non Ny ?

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

Suspension de validation | 81 3 30:€ % 48 N,, /1000 <160 -

(Nup) ,107 x =78 | Oui N
Vo 75 ui | Y on

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. 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 1%.

Suspension d’essai et Essai

N Ve Vo | N=(348 +385+48 +47)/2,2x10° = §,58 log
Suspension Np =N/10= 17,58 log
6 >
X — 10 sined Roios N est compris entre 7,17 et 7,70 Ouji Non
(NetNo) | 107 | 48 | 47 X
Concentration
Facteur de = log R
/temps de o Vel Ve Na= x x10 Log N,
tlution =
contact (No =7.58)
1% 10° 0 0
<140 <2,15 >5,43
5 minutes 107! 0 0
0,5% 10° 0 0
<140 <2,15 >5,43
5 minutes 107! 0 1
0,25% 10° 31 39
350 2,54 5,04
5 minutes 107! 4 6
0,125% 10° 282 246
_ 2841 3,45 413
5 minutes 107! 46 51
0,0625% 10° Inc Inc
_ >66000 >4,82 2,76
5 minutes 107! Inc Inc

Ve : Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d'UFC dans la suspension d’essai ; No: Nombre d’UFC dans le
melange 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

Contréle des moyennes pondérées : D= [(348 + 385) /2] / [(48 + an2]1=17"71

7,71 est compris entre 3 et

F\,\\,mkgm.l'}zl . tan i

15.
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Procés-verbal N° 14-26.2

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 I’essai.

-Résultats pour la souche Staphylococcus aureus CIP 4.83

Résultats d’essai
EN: 13727 (Phase 2, étape 1)

Nomduproduit: F010435V4
N Ot e L372-25/4/14
Fabricant : ... Franklab
Aspectduproduit: Liquide, de couleur vert
Conditions de stockage (température, ete.): Obscurité, température ambiante

Méthode par filtration sur membrane:

Raisons du choix de laméthode : Difficulté de neutralisation du produit soumis a I’essai
Liquide de ringage utilisé¢ : Eau distillée stérile (150ml)
Temperature d’essai: 20°C
Substances interférentes: Conditions de saleté (3 g/l d’albumine bovine et 3 ml/l. de GRm)
Souched'essai: Staphylococcus. aureus CIP 4.83
Température d’incubation: . 37C
Datede Pessai = 21/5/14
Diluant utilisé pour les solutions d’essai du produit e Eau dure
Aspect des dilutions du prodwit: Incolore
Aspect du produit lorsde I'essai: .~ Absence de précipité

Validation et témoins

Suspensw(nN(‘ij)vahdatlon Tzl:};);?iizs;l f;g;il(tjf)ns Témoin de filtration (B) Validation (dg)la méthode

Ve 125 | Ve | 151 | _ Ve 170 | _ Vi 137 | _

Vs 130 x =128 Vy 133 x =142 Vo 174 x=172 Vo 158 X =148

30<xdeN,, <1607 | xde dest 20,5xxde | X deB 20,0005xN,; | x de C est > 0,5% x de
Ny ? Oui Non Nyo?

Ooui| X Non Oui = Non X Oui X Non

V.: Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d"UFC dans la suspension d’essai ; Ny : Nombre d’UFC dans le
melange 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 1%.
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Suspension d’essai et Essai

Proces-verbal N° 14-26.2

Suspension d’essai | N Ver | Vo | N=(500+479+52+51)/2,2.10%=28,69 log
No=N/10 = 7,69 log
W Mo No est compris entre 7,17 et 7,70 ? Oui Non
1076 | 500 | 479 X
107 | 52 | 51
Conc. du Temps de _ log R
_ Vel Ve N.= x x10 Log N,
produit contact (No = 7,69)
1% 5 minutes 0 0 <140 <2,15 >5,54
0,5% 5 minutes 0 0 <140 <2,15 >5,54
0,25% 5 minutes 0 0 <140 <2,15 >5,54
0,125% 5 minutes 0 0 <140 <2,15 >5,54

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= [(500 +479) /2] / [(52 + 51)/2] = 9,50
9,50 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 1’essai.

v Les conditions d’essai testées n’ont pas permis de mettre en évidence de concentration non active.

FL.-‘ va —EMN VEXE N N Loy
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Proces-verbal N° 14-26.2

-Résultats de la souche Enterococcus hirae CIP 58.55

Résultats d’essai

EN : 13727 (Phase 2, étape 1)

Nomdu produit o FO10435V4
N DO e 1.372-25/4/14
BT ANt o Franklab

Meéthode par filtration sur membrane:

Raisons du choix de la méthode : Difficulté de neutralisation du produit soumis a 'essai

Température d’essai e
Substances interférentes: Conditions de saleté (3 g/l d’albumine bovine et 3 ml/l de GRm)
Souche d’essai : Enterococcus hirae CIP 58.33
Température d’incubation: 3T
Date de I’essai @ 26/6/14
Diluant utilisé pour les solutions d’essai du produit: . Eaudure

Validation et témoins

Suspension de validation Témo'in. des conditions Témiotn de filtration (8) Validation de la méthode
(Nvo) expérimentales (A) (C)
Vo 76 _ Va 34 | _ Ve 83 = Vel 107 | _
Ve 90 X =83 | v, 70 x =52 [y, 90 x =87 [y, o1 | ¥ =104
30<xde N, <1602 | x de A est 205%xde | x de Best20,5%xxde | x de C est =0,5% X de
Ny, ? Nyo? Nyo?
Oui| X | Non Oui| % | Non Oui X Non Oui ¥ | 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/m] 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 1%.
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Suspension d’essai et Essai

Proces-verbal N° 14-26.2

Suspension d’essai | N Ve | Voo | N=(323 +338+40+43)/22.10°=8,53 log
No=N/10=7,53 log
(N et Ng) N est compris entre 7,17 et 7,70 ? Oui Non
107 | 323 | 338 X
107 | 40 | 43
Conc. du Temps de _ log R
. Ve Ve N.= x x10 Log Na
produit contact (No=17,53)
1% 5 minutes 0 0 <140 <2,15 >5,38
0,5% 5 minutes 0 0 <140 <2,15 >5,38
0,25% 5 minutes 1 0 <140 <2,15 >5,38
0,125% 5 minutes 0 0 <140 <2,15 >5,38
0,0625% 5 minutes 0 0 <140 <2,15 >5,38

V. : Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d"UFC dans la suspension d’essai ; Ny : Nombre d’UFC dans le
meélange 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.

Contrdle des moyennes pondérées : D= [(323 + 338)/2]/ [(40 + 43)/2] = 7,96

7,96 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 & Iintérieur
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.

v" Les conditions d’essai testées n’ont pas permis de mettre en évidence de concentration non active.

CAYTILY -\ oz A,
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Procés-verbal N° 14-26.2

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 une fois. La réduction avec la souche
d’essai limitante Pseudemonas aeruginosa en 5 minutes a 0,25% est de 1,10.10° soit 5,04 log.

Conformément & la norme EN 13727 + Al, le lot L372-25/4/14 du produit FO10435V4, lorsqu’il est
concentré a 0,25% (V/V) dans de I’eau dure (Produit utilisé dilué), présente une activité bactéricide en 5 minutes
a 20°C, dans les conditions de saleté (3 g/l d’albumine bovine et 3 ml/I de globules rouges de mouton), vis-i-vis

de la souche référencée Pseudomonas aeruginosa, pour une activité de désinfection des dispositifs médicaux

Clermont-Ferrand, le 08/08/14. Pr. 0. TRAORE
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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4 1/17

RAPPORT D’ESSAI

DETERMINATION DE L’ACTIVITE BACTERICIDE DU PRODUIT
F010435V4 SELON LA NORME EN 14561

Délivré 8 Mme CHAKCHOUK

APEX
APEX

Pour: FRANKLAB :
3 avenue des Frénes # \H 4
78180 MONTIGNY LE BRETONNEUX 1Bl So tﬂ@ﬂg
FRANCE Lo No " _abE
La X To - B

Demande d'essai du: 12/05/2015

Références du dossier d'analyses: n°140D10-2015-09

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 1’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

Stéphanie MOROT-BIZOT Professeur Georges HERBEIN
Docteur en microbiologie Professeur des Universites Praticien Hospitalier
Chargée de I'étude Expert scientifique

]

I i P
\ 1 [V

18, rue Alain SAVARY < 25000 Besangon ¢ Tel: 03.81.25.09.04 = Fax: 03.81.25.53.51« SARL * RCS BESANCON « N°
SIRET 51786053200012 O N°TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4 2/17

SOMMAIRE

-~ LABORATOIRE AYANT REALISE LES ESSAIS

— IDENTIFICATION COMPLETE DE L'ECHANTILLON

— CONDITIONS EXPERIMENTALES

—  VALIDATION DE LA METHODE ET RESULTATS PROPREMENT DITS
— CONCLUSIONS

— FEUILLES DE RESULTATS

— ANNEXE TECHNIQUE

18, rue Alain SAVARY » 25000 Besangon » Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51- SARL » RCS BESANCON = N°
SIRET 51786053200012 [0 N° TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4 3/17

1. LABORATOIRE AYANT REALISE LES IDENTIFICATIONS

APEX BIOSOLUTIONS
18, rue Alain SAVARY
25000 BESANCON

2. IDENTIFICATION DES ECHANTILLONS

Echantillon N2 lot |
F0O10435V4 1.372-25/04/14B02

Echantillons recus 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 vert

Diluant préconisé par le fabricant: eau potable.

Période de I'étude: du 25/05/2015 au 03/06/2015

3. CONDITIONS EXPERIMENTALES

1. Concentrations du produit soumis & I'essai : 0,5%.
2. Meéthode employée: dilution-neutralisation

3. Temps de contact: 5 min — 10 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 Besancon = Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51= SARL « RCS BESANCON « N°
SIRET 51786053200012 O N°TVA intra FR 23517860332 - info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4 417
8. Conditions de culture des bactéries : sur géloses TSA (Tryptone Soja Agar), a 37°C £ 1°C.

9. Technique d'arrét de l'action bactéricide : transfert du porte germe dans 10 ml de neutralisant 4 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 FO10435V4 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 10 min de contact:

- pour P aeruginosa, R > 5,22
- pour E. hirae, R>5,27

- pour 8. aureus, R> 5,22

5. CONCLUSION

Conformément a la norme EN 14561 (Mars 2007), le produit F010435V4, lot n°1.372-25/04/14B02:

- a une activité bactéricide sur les trois souches bactériennes de référence lorsqu'employé a

0.5%, pour 10 min de contact & 20°C, en conditions de salet¢ (3 g/1 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 1 N° TVA intra FR 23517860532 + info@apexlabo.com



Etude n°140D10-2015-09 FO10435V4 5/17

FEUILLE | DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Pseudomonas aeruginosa (essai)

Norme employée: EN 14561, phase 2 étape 2
Nom du produit : FO10435V4
N° de lot: L372-25/04/14B02

Dénombrement en profondeur
O Dénombrement en surface
Xl Nombre de boites/ml : 1

Méthode par dilution-neutralisation

Neutralisant : Polysorbate 80 (30g/1) + jaune d’ceutf (5%) dans 1’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

Date de l'essai : 01/06/2015

N°de l'essai 140D10-2015-09

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

‘_b\ VA -

Suspension de 1;2?:;5:"? Témoin du Validation de la
validation NvO0 . . neutralisant B méthode C
expérimentales A
Vel 59 X 55 X 56 X 47 X
Vc2 52 555 48 51,5 53 54,5 49 48
- - — - - —
0ERde NvD €160 | TIe ASSLEOEXTAR: |0 ps Eerdenve| FOeC205xXde
NvO NvO
X oui O non 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°
SIRET 51786053200012 0 N° TVA intra FR 23517860532 -« info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4

Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai (N) log N
107 298 298 9,47
10% 29 30

9,17<N<9,70?

X oui onon

Verifications de la méthodologie:

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

Témoin eau (Nw)

log Nw

10*

240

237

7,38

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

X oui 0O non

- Nw est compris entre 1,4 x 10° UFC/ml et 1g 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

Essais
0,5% 5 min 0,5% 10 min | 0,5% 60 min
10° 45 48 12 13 0 0
107 6 1 0 0
107 1 0 0 0
10° 0 0 0 0
log Na 2,69 «2/15 <215
log R =log Nw - log Na 4,69 >5,23 >5,23

Légende .

Ve = dénombrement par ml
X = moyenne de Vel et Ve2

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 |’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 (Ig R =1g NO — Ig Na)

6/17

18, tue Alain SAVARY -« 25000 Besancon ¢ Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51+ SARL « RCS BESANCON = N°
SIRET 51786053200012 0 N° TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4 7HT

FEUILLE 2 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Pseudomonas aeruginosa (répétition)

Norme employée: EN 14561, phase 2 étape 2
Nom du produit : FO10435V4
N° de lot: L372-25/04/14B02

Méthode par dilution-neutralisation Dénombrement en profondeur

] Dénombrement en surface
B4 Nombre de boites/ml : 1

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

140D10-2015-09 Date de l'essai : 02/06/2015

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

k—l/\\//L -

Témoin d .. —
Suspension de emo_u? es Témoin du Validation de la
A conditions . 5
validation NvO . . neutralisant B méthode C
expérimentales A
Vel 53 X 50 X 55 X 43 X
Vc2 54 53,5 49 49,5 56 55,5 58 50,5
— - - = 3 —
20 £xdeNvocte | PUBABSIZOSXKdE | by peumienvg| X OTCEDS*XMR
NvO NvO
Xoui Onon X oui O non 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°
SIRET 51786053200012 0 N° TVA intra FR 23517860532 -« info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4
Suspensien d'essai et essai
Suspension d'essai (N) log N
107 294 299 9,47
10® 29 28

9,17 <N <£9,70?

X oui Onon

Vérifications de la méthodologie:

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

Témoin eau (Nw)

log Nw

10

218

226

7,35

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

X oui onon

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

Essais
0,5% 5 min 0,5% 10 min | 0,5% 60 min
10° 49 55 8 7 0 0
10? 5 0 0 0 0
10 0 0 0 0]
103 0 0 0 0 0
log Na 2,72 <2,15 <2,15
log R =log Nw - log Na 4,63 >5,20 >5,20

Légende :

Ve = dénombrement par ml
X = moyenne de Vel et Vc2

N = nombre d’"UFC/m] dans la suspension d'essai
Nv = nombre d'UFC/ml dans la suspension de validation
A =nombre d'UFC/ml dans ’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 apres essai

R = réduction (Ig R = lg NO — 1g Na)
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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4

917

FEUILLE 3 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Enterococcus hirae (essai)

Norme employée: EN 14561, phase 2 étape 2
Nom du produit : FO10435V4
N° de lot: L372-25/04/14B02

Meéthode par dilution-neutralisation

& Dénombrement en profondeur

(] Dénombrement en surface
Nombre de boites/m] : 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 l'essai

Personne responsable : Mme MOROT-BIZOT Stephanie

140D10-2015-09

Date de 'essai : 01/06/2015

Signature :

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

Aspect des solutions d'essat du produit : limpide

Validation et controles

Suspension de 1;2?:;3:;5 Témoin du Validation de la
validation Nv0 .. neutralisant B méthode C
expérimentales A
Vcl 58 X 60 X 63 X 48 X
Vc2 63 60,5 55 57,5 63 63 57 52,5
X de A > X X > X
30X de Nvogagn | FOBACHAENRAE | o ns pemdenyn | TO0 G208 XX e
NvO NvO
X oui Onon X oui Onon X oui 0 non X oui 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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Etude n°140D10-2015-09

Suspension d'essai et essai

F010435V4

Suspension d'essai (N) log N
107 290 289 9,46
108 30 32

9,17 <N <9,70?

X 0oui Onon

Vérifications de la méthodologie:

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

Témoin eau (Nw)

log Nw

10*

225

227

7,35

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

Xoui Onon

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

Essais
0,5% 5 min 0,5% 10 min | 0,5% 60 min
10° 55 51 15 8 0 0
10" 10 1 0 0
102 0 0 0 0 0
103 0 0 0 0
log Na 2,72 2,06 <2,15
log R =log Nw - log Na 4,63 5,29 >5,21

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 ’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 1"inactivation par dilution-neutralisation

Na = nombre d’UFC/ml des survivants apres essai
R = réduction (Ig R = 1g NO — Ig Na)
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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4 11/17

FEUILLE 4 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Enterococcus hirae (répétition)

Norme employée: EN 14561, phase 2 étape 2
Nom du produit : F010435V4
N° de lot: L372-25/04/14B02

(X Dénombrement en profondeur
[J Dénombrement en surface
Nombre de boites/ml : 1

Meéthode par dilution-neutralisation

Neutralisant : Polysorbate 80 (30g/l) + 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 & 3 mL/L
Micro-organisme d'essai : Enterococcus hirae (DSM 3320, lot 0511)

Température d'incubation : 37°C £ 1°C

Date de I'essai : 02/06/2015

N¢del'essai  140D10-2015-09

Signature :

Personne responsable : Mme MOROT-BIZOT Stephanie

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

Validation et controles

Tuva -

Témoin des L. T—
Suspension de cingil:;ones Témoin du Validation de la
validation NvO Y . neutralisant B méthode C
expérimentales A
Vcl 60 X 45 X 55 X 46 X
Ve2 60 60 40 42,5 59 57 47 46,5
= " — — > =
spexHENOEIgn | XIS VESROS XROR | & en s pmkwde n | TR0 Co e XX e
NvO NvO
Xoui onon X Ooui Onon X oui Onon X oui 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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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4

Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai (N) log N
107 281 289 9,45
10% 28 29
9,17 £ N £9,70?
X 0oui Onon

Vérifications de la méthodologie:

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

Témoin eau (Nw)

log Nw

10%

237

245

7,38

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

- Nw est compris entre 1,4 x 10° UFC/ml et IgN-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

Essais
0,5% 5 min 0,5% 10 min | 0,5% 60 min
10° 56 50 11 7 0 0
101 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
103 0 0 0 0 0
log Na 2,72 <2,15 <2,15
log R = log Nw - log Na 4,66 >5,24 55,24

Légende :

Ve = dénombrement par ml
X =moyenne de Vel 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 N0 —1g Na)
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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4 13/17

FEUILLE 5 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Staphylococcus aureus (essai)

Norme employée: EN 14561, phase 2 étape 2
Nom du produit : FO10435V4
N¢ de lot: L372-25/04/14B02

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

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

Température d'essai : 20°C.

Substance interférente : albumine bovine & 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  140D10-2015-09 Date de l'essai : 01/06/2015

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 1;2':3;:;:;5 Témoin du Validation de la
validation NvO0 e neutralisant B méthode C
expérimentales A
Vel 59 X 63 X 55 X 49 X
V2 60 59,5 60 61,5 59 57 60 54,5
Xde A 2 X X z X
30 <Xde Nvo<160 | FO8ABSE205xXde oy o b oxxde nvo | X 98 €205 xXde
NvO NvO
X oui Onon X oui 0O non X 0oui O non X Ooui Onon

18, rue Alain SAVARY -« 25000 Besancon = Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51= SARL « RCS BESANCON ¢ N°
SIRET 51786053200012 T N° TVA mntra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-09 FF010435V4
Suspension d'essai et essai
Suspension d'essai (N) log N
107 308 300 9,48
108 31 30

9,17 <N <9,70?

X oui Onon

Vérifications de la méthodologie:

Témoin eau (Nw)

log Nw

10"

222

235

7,36

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

X oui Onon

- 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

Essais
0,5% 5 min 0,5% 10 min | 0,5% 60 min
10° 60 51 12 8 0 0
10* 9 10 1 0 0 0
10 1 0 0 0
103 0 0 0 0 0 0
log Na 2,74 <2,15 <2,15
log R =log Nw - log Na 4,62 >5,21 >5,21

Légende :

Ve = dénombrement par ml
X = moyenne de Vel et Vc2

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

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

B = nombre dUFC/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 (Ig R =1g NO - Ig Na)
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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4 15/17

FEUILLE 6 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Staphylococcus aureus (répétition)

Norme employée: EN 14561, phase 2 étape 2
Nom du produit : FO10435V4
N de lot: L372-25/04/14B02

Dénombrement en profondeur
[J Dénombrement en surface
X1 Nombre de boites/ml : 1

Meéthode par dilution-neutralisation

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

Température d'essai : 20°C.

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

Température d'incubation : 37°C + 1°C

Date de 'essai : 02/06/2015

N°del'essai  140D10-2015-09

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 Tczn;:i'god:: Témoin du Validation de la
validation Nv0 G neutralisant B méthode C
expérimentales A
Vel 49 X 50 X 53 X 48 X
Vc2 45 47 51 50,5 49 51 47 47,5
Xde A > X X > %
spsRdenvogicy | NIe AEstROnxRde |ou ponsendenve| T B0 xxde
NvO NvO
X oui Onon X oui 0 non X oui Onon X oui 0O non

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°140D10-2015-09 F010435V4
Suspension d'essai et essai
Suspension d'essai (N) log N
107 290 288 9,46
108 29 30

9,17 <N <£9,70?
Xoui Onon

Vérifications de la méthodologie:

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

Témoin eau (Nw)

log Nw

10*

237

224

7,36

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

X oui Onon

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

- Nv0 est compris entre 30 et 160 UFC/ml

- A, B et C sont egaux ou supérieurs a 0,5 x Nv0
- Le quotient des dénombrements moyens pondérés est compris entre 5 et 15

Essais
0,5% 5 min 0,5% 10 min | 0,5% 60 min
10° 60 66 8 6 0 0
10? 12 6 0 0 0 0
1072 1 0 0 0 0
103 0 0 0 0 0
log Na 2,80 <2,15 <2,15
log R = log Nw - log Na 4,56 >5,22 >5,22

Légende :

Ve = dénombrement par ml
X = moyenne de Vel et Ve2

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 ’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 N0 — Ig Na)
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Etude n°140D10-2015-09 F010435V4 17/17

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°bchj3984 V.

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°® FRO8 085 793 ~----ram-mmmmmmmmmmn 8,50 g/l

pH final aprés autoclavage a 25°C : 7,0 £ 0,2

NEUTRALISANT

Ingrédients par litre d’eau distillée stérile :

—  Polysorbate 80, Sigma Aldrich, ref 59924, lot BCBI6978V- 30g/1

— Jaune d’ceuf, 5% 50¢g/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® 059K 0030, SIGMA ALDRICH

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

pH final aprés filtration: 7,0 £0,2 a 25°C.

PORTE-GERMES EN VERRE — lames de verre dépoli 15 x 60 mm, 1 mm d’épaisseur — Thermo scientific/
Menzel-Gléser —réf. 100 OTM, lot n°01 1794389.

18, rue Alain SAVARY + 25000 Besangon * Tel: 03.81.25.09.04 » Fax: 03.81.25.53.51« SARL * RCS BESANCON « N°
SIRET 51786053200012 1 N°TVA intra FR 23517860532 ¢ info@apexlabo.com
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Procés-verbal N° 14-16.2

PROCES-VERBAL NORME EN 13624 : 2013

Laboratoire ayant réalisé I’essai Client

Laboratoire d’Hygieéne Hospitaliére Franklab

Centre de Biologie 6éme étage, BP63

CHU de Clermont-Ferrand 78185 Saint-Quentin en Yvelines

63003 CLERMONT-FERRAND
Tél. : 04.73.75.48.70

Identification de I’échantillon

Substance(s) active(s): ... Nonspécifié
Date de livraisonduproduit: 2/5/14
Date de péremption: Non renseigné
Périoded’analyse : Du 22/5/14 au 25/5/14

Résultats d’essai
EN : 13624 (Phase 2, étape 1)

Nomduproduit: F010435V4
N Ot L L372-25/4/14
Fabricant e TFranklab
Aspect duproduit = Liquide, Vert clair

Raisons du choix de laméthode : ] Meéthode recommandée par la norme EN 13624
Neutralisant utilisé¢ : Bouillon Letheen Réf VWR : 301580ZA
Température d’essai 20°C
Substances interférentes : .. Conditions de saleté (BSA 3 g/L + GRm 3mlL)
Souched’essai: .. Candida albicans IP 48.72
Température d’incubation: o 30°C
Datede lessai 22/5/14
Diluant utilisé pour les solutions d’essai du produit: Eau dure (Produit utilis¢ dilu¢)
Aspect des dilutions duprodvit: ... Liquide, Incolore
Aspect du produit lors de I'essai: Absence de précipité
Page | sur 3
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Validation et témoins

Procés-verbal N° 14-16.2

Suspension de validation

Témoin des conditions

Témoin de toxicité du

Validation de la méthode

(Nyo) expérimentales (A) neutralisant (B) (C)
Ve 51 | _ Ve 45 | _ Vei 64 _ \& 39 | _
YV 59 x =55 [y, 51 x =48 |y, 60 x=62 Vo A1 x=40

30 < x de N, <160 »

X de A eleO,SXXdc

¥ de B est =0,0005% x

X de C estzo,SXXde

Nio? de Ny ? Nyo?
Oui| X | Non Oui [ y | Non Oui X Non Oui | 5 | Non
Suspension de validation N.s =6,7.10*
(Nys), 107 Vel 62 N.g est compris entre 3.10% et 1,6.10°
Oui Non
Ve 71 X

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 ; Nvs : Nombre d’UFC/ml dans la suspension de validation du témoin B :

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 1%.

Suspension d’essai et Essai

N Ve Ve | N=(180+201+24+26)/2,2x10°=7,29 log
Suspension . - —
p 155 T80 201 ] Ne=N/10=629 log |
d’essai No est compris entre 6,17 et 6,70 Oui on
(N et No) 106 24 26 X
Conc. du
produit et Facteur de _ log R
- Ve Ve Na= x x10 Log N,
temps de dilution (No — 6,29)
contact
1% 10° 0 0
<140 <2,15 >4,14
5 minutes 10! 0 0
0.5% 10° 0 0
<140 <2,15 >4,14
5 minutes 107! 0 0
0,25% 10° 0 0
<140 2,15 >4,14
5 minutes 107! 0 0
0,125% 10° 1 1
<140 <2,15 >4,14
5 minutes 10! 0 0

V.: Nombre d’UFC comptées/ml ; N : Nombre d’UFC dans la suspension d’essai ; Ny : 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

Contrdle des moyennes pondérées : D= [(180 +201) /2] / [(24 + 26) /2] = 7,62

7,62 est compris entre 5 et 15,

ENIBH TN . 1L 2o
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Procés-verbal N° 14-16.2

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 4 log.

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

v" Les concentrations d’essai testées n’ont pas permis de mettre en évidence de concentration non active.

Conclusion

Des tests ont été effectués sur la souche référencée Candida albicans IP 48.72. Les essais ont été effectuds
une fois. La réduction avec la souche d’essai C.albicans en 5 minutes 4 0,125% est de 1,38.10* soit 4,14 log.
Conformément & la norme EN 13624, le lot 1.372-25/4/14 du produit F010435V4, lorsqu’il est concentré

a0,125% (V/V) dans de P’eau dure (Produit utilisé dilué), présente une activité levuricide en 5 minutes 3 20°C

)

dans les conditions de saleté (BSA 3g/L + GRm 3 ml/L), vis-a-vis de la souche référencée Candida albicans.

Clermont-Ferrand, le 6/6/14. Pr. O. TRAORE

Page 3 sur 3
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RAPPORT D’ESSAI

DETERMINATION DE I’ACTIVIE LEVURICIDE DU
PRODUIT F010435V4 SELON LA NORME EN 14562

Pour: FRANKLAB
3 AVENUE DES FRENES
78180 MONTIGNY-LE-BRETONNEUX

Demande d'essai du: 12/05/2015

Références du dossier d'analyses: n® n°140D10-2015-08

ESSAI DE LEVURICIDIE:

Selon la méthodologie de la norme européenne NF EN 14562 (Septembre 2006) — antiseptiques et
desinfectants chimiques — essais quantitatifs de porte germes pour 1'évaluation de I'activité fongicide ou
levuride pour instruments utilisés en médecine humaine.

Essai sur une souche : Candida albicans.

Ce rapport comporte 9 pages et ne concerne que les échantillons étudiés.

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
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1. LABORATOIRE AYANT REALISE LES IDENTIFICATIONS

APEX BIOSOLUTIONS
18, rue Alain SAVARY
25000 BESANCON
FRANCE

2. IDENTIFICATION DES ECHANTILLONS

Echantillon e : NS ot ;
F010435V4 1.372-25/04/14B02

Echantillons recus 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 vert

Diluant préconisé par le fabricant: eau potable.

Période de I'étude: du 01/06/2015 au 08/06/2015

3. CONDITIONS EXPERIMENTALES

e (Concentrations du produit soumis a I'essai ;: 0.5%

e Me¢thode employée: EN 14562
e Temps de contact: 5 min- 10 min et 60 min
e Température d'essai: 20°C

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

e Diluant des suspensions fongiques et des essais : solution tryptone sel stérile pour les dénombrements
et neutralisant pour les essais.

e  Souches utilisées : Candida albicans CIP 48.72 lot 265.09

e Conditions de culture: sur GEM (Gélose a I’Extrait de Malt), a 30°C + 1°C.

e Technique d'arrét de 'action levuricide: transfert du porte germe dans 10 ml de neutralisant 4 base de

polysorbate 80, de saponine et de jaune d’ceuf (composition en annexe).

18, rue Alain SAVARY -« 25000 Besangon = Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51+ SARL » RCS BESANCON * N°
SIRET 51786053200012 [0 N°TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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4. RESULTATS PROPREMENT DITS

Voir feuilles de résultats.

SYNTHESE RESULTATS

Le produit F010435V4 est bien actif vis-a-vis des souches de référence utilisées, car la réduction moyenne
obtenue est supérieure a 4 log pour les cellules fongiques viables :

—  Pour C. albicans, R > 4,17 4 0,5% de produit, 10 min de contact

5. CONCLUSION

Conformément 2 la norme EN 14562 (Septembre 2006), le produit F010435V4 lot n°1.372-25/04/14B02:

- a une activité levuricide sur la souche de référence lorsqu’employé a 0,5%, pour 10 min de
contact a 20°C, en conditions de saleté (3 g/l d'albumine bovine finaux + érythrocytes de

mouton).

18, rue Alain SAVARY -« 25000 Besancon * Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51« SARL * RCS BESANCON « N°
SIRET 51786053200012 0 N°TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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FEUILLE 1 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Candida albicans (essai)

Norme employée: EN 14562, phase 2 étape 2
Nom du produit : F010435V4
N® de lot: L372-25/04/14B02
Méthode par dilution-neutralisation [ dénombrement en profondeur
] dénombrement en surface
[ nombre de boites/ml : 1
Neutralisant : polysorbate 80 (30 g/1) ; saponine (30 g/l), jaune d’ceuf frais (5%).
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 : Candida albicans CIP 48.72 lot 265.09
Température d'incubation : 30°C % 1°C

N° de l'essai 140D10-2015-08 Date de l'essai : 04/06/2015

Personne responsable : Stephanie MOROT-BIZOT Signature :

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

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 60 X 47 X 55 X 49 X
V2 63 61,5 50 48,5 50 52,5 48 48,5
30 <X de Nv0 €160 “e“iig's”“e %deB20,5%%deNvD | XdeC20,5x%de Nv0
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 T N° TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-08 F010435V4

Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai (N)

log N

10

231

225

8,37 2,34.10°

107

29

27

8,17 <log N £ 8,707

Xoui Onon

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/m]
- A, B et C sont égaux ou supérieurs a 0,5 x Nv(
- Le quotient des dénombrements moyens pondérés est compris entre 5 et 15

Na

Témoin eau (Nw) log Nw
10* 215 227 6,34
6,15 < Nw < lg N-1,37?
X oui 0Onon
Essais a 0,50%

5 min 10 min 60 min
10° 45 48 10 13 0 0
101 4 4 1 al 0 0
102 0 0 0 0 0 0
10°% 0 0 0 0 0 0

log Na 2,67 <2,15 <2,15

= Nw - i
log R =log Nw - log 3,68 >4,20 >4.20

Légende :
Vc = dénombrement par ml
X = moyenne de Vel 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 = Ig Nw — Ig Na)

6/9
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FEUILLE 2 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Candida albicans (répétition)

Norme employée: EN 14562, phase 2 étape 2
Nom du produit ; FO10435V4
N° de lot: L372-25/04/14B02
Meéthode par dilution-neutralisation B dénombrement en profondeur
[/ dénombrement en surface
nombre de boites/ml : 1
Neutralisant : polysorbate 80 (30 g/1) ; saponine (30 g/), jaune d’ceuf frais (5%).
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 : Candida albicans CIP 48.72 lot 265.09
Température d'incubation : 30°C + 1°C

N° de 'essai 140D10-2015-08 Date de I'essai : 05/06/2015

Personne responsable : Stephanie MOROT-BIZOT Signature :

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

Aspect des solutions d'essai du produit : limpide

Validation et contrdles

Suspension de Témoin des conditions Témoin du neutralisant Validation de la

validation NvO expérimentales A B méthode C
Vel 57 X 59 X 60 X 60 X
Ve2 50 53,5 55 57 67 63,5 60 60
30 <X de Nv0 <160 % de A est 20,5 x X de NvO % de B 2 0,5x X de NvO Xde C20,5x X de Nv0

Xoui Onon Xoui Onon X oui mOnon Xoui Onon

18, rue Alain SAVARY < 25000 Besangon » Tel: 03.81.25.09.04 - Fax: 03.81.25.53.51= SARL < RCS BESAN(CON = N°
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Suspension d'essai et essai

8,17 < log N < 8,70?

Xoui Onon

Verifications de la méthodologie:

Suspension d'essai (N) log N N
10° 237 241 8,38 2,40.108
107 24 26

- 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

- 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

Témoin eau (Nw) log Nw

10* 212 213 6,33

6,15 < Nw < lg N-1,3?

X oui Onon
Essais a 0,50%

5 min 10 min 60 min
10° 44 48 15 16 0 0
10? 8 4 1 1 0 0
10?2 0 0 0 0 0 0
103 0 0 0 0 0 0

log Na 2,66 2,19 <2,15

log R =log Nw - |
BRI 366 4,14 >4,18

Légende :
Ve = dénombrement par ml
X =moyenne de Vel et Ve2

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 apres essai

R = réduction (Ig R = lg Nw — lg Na)
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ANNEXE TECHNIQUE

Milieux de culture utilisés, stérilisés par autoclavage :

GEM (Gélose a I'extrait de Malt), Dominique DUTSCHER, réf. 777304, lot n°30103 1

SUBSTANCES INTERFERENTES :
Sérum Albumine Bovine en poudre, Fraction V, SIGMA ALDRICH, réf. 05479, lot STBB7838V

DILUANT
Solution Tryptone-Sel (TS)

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

— Tryptone, Laboratoires CONDA, réf. 1612, 1ot n° 091229 ==mmmmeememm e 1,00 g/l
—  Chlorure de sodium, MOLECULAR BIOLOGY, ref n° 19032391, lot n° 808211----8,50 g/l

pH final aprés autoclavage 4 25°C : 7,0 £ 0,2

NEUTRALISANT

Ingrédients par litre d'eau distillée:

Polysorbate 80, SIGMA ALDRICH, réf. 59924, lot n° BCBI6978V 0g
Jaune d'ceuf frais R 50 ml
Saponine, Analytic Lab, réf. 84510, lot n® BCBL6449V 30g
Tampon PBS 0,25 M, Dominique Dutscher, réf. 091591, lotn® 903711 —cmemmemmmemeceeeee qspll

Stérilisé par filtration sur filtre 0,45 pm ; pH a 25°C : 7.4 £ 0,1

PORTE-GERMES EN VERRE - lames de verre dépoli 15 x 60 mm, 1 mm d’épaisseur — Thermo scientific/
Menzel-Gliser — réf. 100 OTM, lot n°01 1794389,
EAU DURE
Solution A: - MgCI2 anhydre, ref. M8266, lot n° 108K0068, SIGMA ALDRICH
- CaCl2 anhydre, réf. C1016, lot n°® 059K 0030, SIGMA ALDRICH
Solution B: - NaHCO3, réf. S6014, lot n°059K 0052, SIGMA ALDRICH

pH final aprés filtration: 7,0 = 0,2 4 25°C.

18, rue Alain SAVARY 25000 Besangon = Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51+ SARL « RCS BESANCON = N°
SIRET 51786053200012 [0 N°TVA intra FR 23517860532 + info@apexlabo.com
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RAPPORT D'ESSAI

DETERMINATION DE L'ACTIVITE VIRUCIDE VIS-A-VIS DU
VIRUS DBV (MODELE HCV) DU PRODUIT F010435V4

Deliviea: MME CHAKCHOUK

Pour: FRANKILAB
3 AVENUE DES FRENES
78180 MONTIGNY-LE-BRETONNEUX

Demande d'essai du: 12/04/2017

Références du dossier d'analyses: n°061D04-2017-15

ESSAIS DE VIRUCIDIE:

Selon la méthodologie de la norme européenne NF EN 14476+A1 (Octobre 2015) — antiseptiques et
désinfectants chimiques — essais virucides quantitatifs de suspension pour les désinfectants et antiseptiques
utilisés en médecine humaine.

Essais sur le virus DBV (Diarrhée Bovine Virale), virus modele de 1’hépatite C, d'un échantillon de produit
désinfectant, le produit F010435V4.

Ce rapport d'essai comporte 13 pages et ne concerne que les échantillons étudiés.

Date d'émission : 04/07/2017

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

4, rue des Grandes Piéces - 25770 SERRE LES SAPINS = Tel: 06.81.30.94.66 ® SARL au capital de 10 000 € = RCS BESANCON
= N° SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 = info@apexlabo.com

fuvy ~EnJ MY - Ot L



Etude N° 061D04-2017-15 2/13
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1 LABORATOIRE AYANT REALISE LES ESSAIS

APEX BIOSOLUTIONS

4, rue des Grandes Piéces
25770 SERRE LES SAPINS
FRANCE

2 IDENTIFICATION COMPLETE DES ECHANTILLONS

F010435V4

Numéro de lot: n°5611

Date d'expiration: non précisé

Fabricant: FRANKLAB

Date de fabrication: non précisé

Conditions de stockage: selon les indications fournies par le fabricant
Composants actifs: ammoniums quaternaires

Aspect: liquide vert

Diluant préconisé par le fabricant: eau potable

Date de réception au laboratoire: 18/04/2017

Période de I'¢tude: 19/04/2017 au 30/06/2017

3 CONDITIONS EXPERIMENTALES

Température d'essai: 20°C = 1°C

Meéthode de titrage: virus titré en log DICT s

Temps de contact: 5 min, 10 min et 60 min

Concentration cible: 0,5%

Diluant du produit utilisé lors des essais: eau dure

Souche de virus testée: virus DBV, cultivé sur cellules BT, a 37°C, sous 5% CO2
Substance interférente: 3 g/l de sérum albumine bovine + 3 ml érythrocytes de mouton
Stabilité du produit en présence de substance interférente: bonne

Technique d'arrét de 'action virucide: a froid

Titre viral :

Titrage par eftet cytopathique de la suspension virale d’essai du virus DBV (calculé selon la méthode de Spearman-
Kirber) = 7,00 log DICTso.

4, rue des Grandes Piéces - 25770 SERRE LES SAPINS = Tel: 06.81.30.94.66 = SARL au capital de 10 000 € = RCS BESANCON
= N° SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 = info@apexlabo.com
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4 VALIDATION DE LA METHODE

a) Méthodologie

Le produit FO10435V4 a été testé sur des cultures de cellules BT et une faible cytotoxicité a été observée (jusqu'a la

dilution 107,

b) Sensibilité des cellules aux virus

Pour chacune des suspensions virales utilisées lors de la réalisation de ces essais, des titrages comparatifs du virus sont

réalisés sur les cellules traitées ou non par le produit.

Titre de virus (log DICTs))

Suspension virale sur | Suspension virale sur | Différence de titre

ikl pmasid cellules non traitées cellules traitées viral (log DICT'sg)

F010435V4 107 7,000 6,500 0,500

La différence de titre viral doit étre inférieure & 1,0 log. Le produit FO10435V4 testé a la concentration indiquée ci-dessus ne montre

pas d'influence sur la méthode de titrage du virus DBV.

c) Validations de P’efficacité de ’arrét de I’activité du produit F010435V4:

Concentration Substances interférentes Titre de virus (log DICTso) Différence avec la
du produit suspension virale
d’essai
FO10435V4 |3 g/ de sérum albumine bovine + 3 B 1 7,10 0,025
0,5% ml érythrocytes de mouton Essai 2: 7,125 0,125

La méthode est validée si la différence de titre viral est < 0,5 log.

d) Essai d'inactivation de référence
Titre de virus (log DICTso)
Suspension virale témoin 7.125 REduElt:] (;DD(]IL(I;;Z;; viral
En formaldéhyde 0,7%
Essai d'inactivation 5 min 6,625 0,500
Essai d'inactivation 15 min 6,000 1,125
Essai d'inactivation 30 min 5,750 1,375

La validation des essais est effective si la réduction du titre viral entre la suspension témoin et la suspension soumise au formaldéhyde
est comprise entre -0,5 et -2,5 log aprés 30 min. La réduction est de 1,375 log aprés 30 min et les conditions de la norme sont donc

remplies.

4, ue des Grandes Piéces - 25770 SERRE LES SAPINS = Tel: 06.81.30.94.66 = SARL au capital de 10 000 € = RCS BESANCON
= N° SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 » info@apexlabo.com
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ESSAIS PROPREMENT DITS — CALCUL DE L’ACTIVITE VIRUCIDE

La suspension virale témoin a une concentration de 7,125 log DICT .

I PR O[;JIT Concentration Temps de | Température de | Titre aprés essai Ré(.iuctign du
(v/v) contact contact (log DICTso) titre viral
5 min 4,500 2,625
FO10435V4 0,5% 10 min 20°C 3,000 4,125 |
60min | 1,500 5,625

Les concentrations testées de produit sont virucides si la réduction du titre viral est supérieure ou égale & 4.0 log.

Essai 2
La suspension virale témoin a une concentration de 7,125 log DICTsq.
I PR OD:JIT Concentration Temps de I Température de | Titre aprés essai Réfiuctic.:n du
(viv) contact contact {(log DICTs0) titre viral
5 min 4,500 2,625
FO10435V4 0,5% 20°C “ 2,750 4,375
60 min 1,500 5,625

Les concentrations testées de produit sont virucides si la réduction du titre viral est supérieure ou égale 4 4,0 log.

6

VERIFICATION DE LA METHODOLOGIE

Les essais réalisés satisfont aux critéres de validation car:

Le titre de la suspension virale d'essai est suffisamment important pour permettre une observation de réduction

de 4 log aprés essais; il est de 7,0 log DICT'sg pour le virus DBV.

La différence des titres entre témoin viral et virus de référence dans 'essai d'inactivation est comprise entre -0.5
et -2.5 apres 30 min; la différence est de 1,375 logs aprés 30 min d’inactivation par le formaldéhyde pour le
virus DBV,

Le produit teste n’affecte pas significativement la morphologie des cellules.

Les conditions d’essai en saleté (3 g/l de sérum albumine bovine + 3 ml érythrocytes de mouton) n’affectent pas
I’infectivité du virus

Le produit testé ne réduit pas la sensibilité des cellules au virus DBV. Les titres de virus mis en contact avec les

cellules traitées avec le produit et les cellules non traitées ont une différence inférieure a 1,0 log (la différence
est de 0,500 log).

4, rue des Grandes Pigces - 25770 SERRE LES SAPINS = Tel: 06.81.30.94.66 = SARL au capital de 10 000 € = RCS BESANCON
= N°SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 = info@apexlabo.com
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o La différence de titre entre 'essai de suspension virale et le contrdle de l'efficacité de l'arrét de l'activité du

produit FO10435V4 est inférieure 4 0,5 log (0,125 log DICTso essai 1 et 0,125 log DICTso essai 2)

7 CONCLUSION

Les essais réalisés sur le produit F010435V4 lot n° 5611 ont démontré:

. que le produit F010435V4 employé a 0.5 %, a une activité virucide sur le virus DBV, (et donc par extension
sur le virus de ’hépatite C) selon la méthodologie de la norme NF EN 14476+A1, pour 10 minutes de contact a

20°C, en conditions de saleté.

4, rue des Grandes Piéces - 25770 SERRE LES SAPINS = Tel: 06.81.30.94.66 # SARL au capital de 10 000 € » RCS BESANCON
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ANNEXE 1

Lignée cellulaire utilisée : cellules BT (ATCC ref. CRL-1390, lot n°58078520)

Souche virale: virus BVD (ATCC réf. VR-534, lot n°10W)

Tampons et milieux de culture:

- Tampon PBS: chlorure de sodium, Panreac, réf. 141659.1211, lot n° 0000204679; sodium
phosphate dibasic, Sigma Aldrich, réf. S5136, lot n® BCBC7067V; sodium phosphate monobasic,
Sigma Aldrich, réf. S5011, lot n° 1019K01021V

- Milieu MEM, Sigma Aldrich, réf. 0268, lot n® 040M8&301
- Milieu DMEM, Sigma Aldrich, réf. D5796, lot n° RNBB9336
- Sérum de veau feetal, Sigma Aldrich, F7524, lot n° 098K3397

Réactifs:
— Sérum albumine bovine en poudre, Sigma Aldrich, réf. 05479, lot n° STBB7838V
— Erythrocytes de mouton, Oxoid, réf. SR 0051E, lot n® 4234000

Solution d'inactivation:

— formaldéhyde, Sigma Aldrich, réf. F-1635, lot n® BCBB3510

EAU DURE

Solution A: - MgC1l2 anhydre, réf. M8266, lot n° 108K0068, SIGMA ALDRICH
- CaCl2 anhydre, réf. C1016, lot n® 059K0030, SIGMA ALDRICH

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

pH final aprés filtration: 7.0 = 0,2 a 25°C.
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ANNEXE 2

Tableau A1 - Titrage du virus DBV par effet cytopathique, par la méthode de calcul Spaerman-Kérber :

log DICTso= 17,0

Dilution (- log) Résultat % résultats positifs
-3 44444444 100
-4 44444444 100
-5 44444444 100
-6 11112222 100
-7 10110100 50
-8 00000000
-9 00000000
-10 00000000
Somme des % de cultures positives 450
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Figure | — représentations graphiques des résultats des essais :

Essai

9/13

log DICT,
808 50

7 L i i

5 NN

=g F(010435V4 5 min
=i F010435V4 10 min
=== F010435V4 60 min
=== témoin viral + BSA
=== témoin viral + BSA +

érythrocytes
s cytotoXicité FO10435V4

0 T T T
0 5 min 10 min 60 min
\Essai 2
éog DICT,
s F010435V4 5 min
7 o . M__w

0 5 min 10 min 60 min

wmpime F010435V4 10 min
e=bim= F010435V4 60 min
== Qe témoin viral + BSA
==pm témoin viral + BSA +

érythrocytes
= cytotoxicité F010435V4
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Tableau A2 — Tableau des résultats du produit FO10435V4 et du virus DBV dans des conditions de saleté (3 g/l BSA
+ 3 ml érythrocytes)

2 CT
Pt Concentra- Substance niveau de Lg DICTs0 Réduction
tion interférente cytotoxicité 0 8] 1 O 39 69
min min min min
R 10 min=
4,125
FO10455Y4 050% | >¢!BSA+3ml 15 7125| 45 | 3 | NT.| 15
essai 1 érythrocytes
R 10 min=
Foéggﬁ 52V4 0,50% ? %ﬂyﬁiﬁc;zsml 1,5 7.125| 45 | 275 | NT. | LS 4,375
Formaldéhyde 0,70% PBS 2,375 7.12516,625 6 5,75 | N.T.
N.A. PBS N.A 7 N.T. | N.T. | N.T. 7
essai 1
NA. 3 %’ﬂyﬁiﬁc;isml N.A 7 INT.|INT.|NT.| 7
N.A. PBS N.A 7 N.T. | N.T. | N.T. | 7,125
controle d'infectivité N.A. 3 g/! BSA N.A 7 N.T. | N.T. | N.T. 7
essal 2
NA. SgLBSA 3l N.A 7 |NT{NT | NT.| 7
érythrocytes
F010435V4 N.A. cellulesnon | o |y | N | NT. | 7
sensibilité des traitces
cellules au virus .
102 NA. Ce“‘léfst‘a" NT. |NT. | NT. [ NT. | 6,625
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Tableau A3 — Données brutes pour le produit FO10435V4 avec 3 g/l BSA + 3 ml érythrocytes soumis a essai contre le
virus DBV (titrage par effet cytopathique ; 8§ puits)

Essai I
Concentra- substance temps de Dilutions
tion interférente contact -1 =03 4 -4 -5 -6 g -8
- 4444 | 4444 1000 | 0000 { 0000 | 0000 | 0000 | 0000
min
3 g/l BSA +3 ml 4444 | 4444 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
érythrocytes contréle vi- | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 444412111 1111 0000
ral 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 1111 1000 0000
F010435V4 )
- 0,50% _ 4444 | 4444 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
essal 10 min
4444 | 4444|0000 | 0000 { 0000 | 0000 | 0000 | 0000
3 g/l BSA
controle | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 2111|1111 0000
viral 4444 | 4444 | 4444 | 4444 4444 | 1111 1000 | 0000
BOLHEENS s 4444 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
sai | 0.50% 3 g/l BSA+3 ml NA
. 20 érythrocytes o
cytotoxicité 4400 | 0000 | 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000 | 0000
. 4444 | 4444 | 4444 | 4444 4444|1133 | 1221 | 0000
NA. PBS 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444|3111 0000 | 0000
- 4444|4444 | 4444 | 4444 | 44441111 1111 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 3331|0000 | 0000
; 4444|4444 | 4444 | 4444|4444 1112 2112 0000
contrdle viral A s L BSA 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444|2311 0000 | 0000
SHndBeRH = o |44 4a4a] 4244 404 aaaa [ 1112] 1111 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 4444 ] 1332 0000 | 0000
5 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444|1111 ] 1111 | 0000
- 3 o/l BSA +3ml 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444|1121 | 0000 | 0000
o ¢rythrocytes 0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 1113 | 1110 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1122 1000 | 0000
S 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444|1122 1000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444|2222 0000 | 0000
Cormaldévd 0,705 bBS s 4444 | 4444 | 4444 | 4444 (2332| 1111|0000 | 0000
(53 » 0
e 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 2222 | 0000 | 0000 | 0000
0 4444 | 4444 | 4444 | 444412210000 | 0000 | 0000
7 4444 | 4444 | 4444 | 4444|1111 1100 | 0000 | 0000
: 4444 1111]0000| 0000 | N.T. | N.T. [ N.T. | N.T.
Pecldete 0,70% PBS NA.
(cytotoxicité)

44441 1110 0000 | 0000
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Essai 2
Concen- substance temps de Dilutions
tration interférente contact =i ) e 4| -5 % 7 -8
B 4444 | 4444( 1100 | 0000{ 0000 | 0000 [ 0000 [ 0000
min
3 g/l BSA + 3 ml 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 { 0000 | 0000 [ 0000
érythrocytes controle vi- | 4444 | 4444 | 4444 4444|4444 1333|1111 0000
_ ral 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 [ 1111 | 1000 | 0000
F010435V4 essai o
2 0,50% i 4444 | 44441 1000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
min
4444 | 44441 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 { 0000
3 g/l BSA
controle | 4444|4444 | 4444 | 4444 | 44441 1122|1111 | 0000
viral 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 44441 2222 0000 | 0000
FII0A5V4 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000|0000 | 0000
essal 2 3 g/ BSA + 3 ml
0,50% i N.A.
L érythrocytes
cytotoxicité 4000 [ 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
. 4444 | 4444 | 4444 4444 | 4444 [ 2211 1111] 0000
N.A. PRS 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 444412211 | 0000 | 0000
60 4444 4444 | 4444 | 44441 4444122111 1111 {0000
4444 | 4444 4444 | 4444 | 4444 2221 1000 | 0000
. 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 (2111 { 11110000
contréle viral 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 1111|0000 | 0000
d'infectivité N.A. 3 g/l BSA
0 4444 | 4444 4444 | 4444 | 4444 [ 1111|1111 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 1111 | 0000 [ 0000
0 4444 | 4444 4444 | 4444 | 4444 [ 1111|1111 0000
NA 3 g/ BSA + 3 ml 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 44441 113310000 | 0000
o érythrocytes 60 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 (2112 1112|0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111|0000 | 0000
5 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 44441 22221 1000 [ 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 44441 1122 | 0000 | 0000
15 4444 | 4444 | 4444 |1 444413331 1111|0000 { 0000
Formaldéhyde 0,70% PBS
4444 | 4444 | 4444 |1 44441 1111 0000 | 0000 | 0000
30 4444 | 4444 | 4444 | 4444 {2221 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 444414444 {1111 1100 | 0000 | 0000
: N.A. 44441 1111|0000 [ 0000 | N.T. [ N.T. | N.T. | N.T.
Pormaldehyds 0,70% PBS
(cytotoxicité)
444411110 0000 | 0000

iy vA - CrulULYG—01 .} i
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Validations avec autres concentrations testées :

- dilutions

Conpentra substance interférente | P &
tion contact -1 2 3 -4 -5 -6 oy -8
. 4444 | 4444 4444 4444 10000 [ 0000 | 0000 | 0000

min
2 4444 | 4444 4444 4444 10000 | 0000 | 0000 [ 0000

FO10435V4| 050% | °g1BSA=3ml

erythrocytes 60t 4444 10000 0000 0000 | 0000 [ 0000 [ 0000 | 0000

min
4444 10000 0000 0000 |0000|0000| 0000|0000

Log .
Conf:entra- substance interférente |  TPS de TCIDso Re_duc-
tion contact tion
0 t
Smin |7,125| 45 | 2,625 ‘232
. 3 g/l BSA +3 ml
FO10435V4 0,50% Sy hnmyies
60 min 7,1251 1,5 5,625 | active

Sensibilité des cellules au virus :

Dilutions
23] 4 -5 -6 | -7 -8
4444 (444414444 2211 (1111 1111 | 0000
4444 (4444144441 2222 | 1111|0000 0000
4444 (4444132221 111 | 111110000 0000
4444144442222 1111 | 111110000 | 0000

Produit dilution substance interférente

Cellules non traitées

FO10435V4| 107° |3 g/l BSA + 3 ml érythrocytes

Cellules traitées
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RAPPORT D'ESSAI

DETERMINATION DE L'ACTIVITE VIRUCIDE VIS-A-VIS DU
VIRUS HIV DU PRODUIT F010435V4

Déliviea: MME CHAKCHOUK

Pour : FRANKLAB
3 AVENUE DES FRENES
78180 MONTIGNY-LE-BRETONNEUX

Demande d'essai du: 12/04/2017

Références du dossier d'analyses: n°061D04-2017-13

ESSAIS DE VIRUCIDIE:

Selon la méthodologie de la norme européenne NF EN 14476+A1 (Octobre 2015) — antiseptiques et
désinfectants chimiques — essais virucides quantitatifs de suspension pour les désinfectants et antiseptiques
utilisés en médecine humaine.

Essais sur le virus HIV (Virus Immunodéficience Humaine), d'un échantillon de produit désinfectant, le
produit FO10435V4.

Ce rapport d'essai comporte 13 pages et ne concerne que les échantillons étudiés.

Date d'émission : 04/07/2017

Stephanie MOROT-BIZOT Professeur Georges HERBEIN
Docteur en microbiologie Professeur des Universités Médecin Hospitalier
Chargée de 'étude Expert scientifique
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1 LABORATOIRE AYANT REALISE LES ESSAIS

APEX BIOSOLUTIONS
18, rue Alain SAVARY
25000 BESANCON
FRANCE

2 IDENTIFICATION COMPLETE DES ECHANTILLONS

F010435V4

Numéro de lot: n° 5611

Date d'expiration: non précisé

Fabricant: FRANKLAB

Date de fabrication: non précisé

Conditions de stockage: selon les indications fournies par le fabricant
Composants actifs: ammoniums quaternaires

Aspect: liquide vert

Diluant préconisé par le fabricant: eau potable

Date de réception au laboratoire: 18/04/2017

Période de I'étude: 19/04/2017 au 30/06/2017

3 CONDITIONS EXPERIMENTALES

Température d'essai: 20°C £ 1°C

Méthode de titrage: virus titré virus titré en log URL/mg (unité relative de lumiére), par marquage du virus 4 la luciférase.
Le protocole a été adapté pour permettre la mesure du titre viral par mesure de I’activité luciférase, du fait de
Peffet cytopathique trés discret et difficile a lire du VIH.

Temps de contact: 5 minutes, 10 minutes et 60 min

Concentration cible: 0,5%

Diluant du produit utilisé lors des essais: eau dure

Souche de virus testée: VIH-1 souche pNL4-3Luc, cultivé sur cellules lymphoides 1G5, 4 37°C, sous 5% CO2
Substance mterférente: 3 g/l de sérum albumine bovine + 3 ml érythrocytes de mouton

Stabilité du produit en présence de substance interférente: bonne

Technique d'arrét de 'action virucide: a froid

Titre viral :

Titrage par effet cytopathique de la suspension virale d’essai du virus HIV (calculé selon la méthode de Spearman-
Kérber) = 6,50 log URL/mg.
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4 VALIDATION DE LA METHODE

a) Méthodologie

Le produit FO10435V4 a été testé sur des cultures de cellules 1G5 et une faible cytotoxicité a été observée (jusqu'a la
dilution 10™).

b) Sensibilité des cellules aux virus

Pour chacune des suspensions virales utilisées lors de la réalisation de ces essais, des titrages comparatifs du virus sont

réalisés sur les cellules traitées ou non par le produit.

Titre de virus (log URL/mg)

i Suspension virale sur | Suspension virale sur | Différence de titre
P cellules non traitées cellules traitées viral (log URL/mg)
F010435V4 10" 6,500 6,125 0,375

La différence de titre viral doit étre inférieure a 1,0 log. Le produit FO10435V4 testé i la concentration indiquée ci-dessus ne montre

pas d'influence sur la méthode de titrage du virus HIV.

c) Validations de Pefficacité de I’arrét de ’activité du produit F010435V4:

Concentration Substances interférentes Titre de virus (log URL/mg),  Différence avec la
du produit suspension virale
d’essai
FO10435V4 |3 g/l de sérum albumine bovine + 3 Bisai 156,00 il
0,5% ml érythrocytes de mouton Essai 2: 6,500 0,000

La méthode est validée si la différence de titre viral est <0,5 log.

d) Essai d'inactivation de référence
7 Titre de virus (log URL/mg)

Suspension virale témoin 6,500 Réduction du titre viral

(log URL/mg)
En formaldéhyde 0,7%
Essai d'inactivation 5 min 6,000 0,500
Essai d'inactivation 15 min 5,500 1,000
Essai d'inactivation 30 min 5,125 1,375

La validation des essais est effective si la réduction du titre viral entre la suspension témoin et la suspension soumise au formaldéhyde
est comprise entre -0,5 et -2,5 log aprés 30 min. La réduction est de 1,375 log aprés 30 min et les conditions de la norme sont donc

remplies.
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5 ESSAIS PROPREMENT DITS — CALCUL DE I’ACTIVITE VIRUCIDE
Essai |
La suspension virale témoin a une concentration de 6,500 log URL/mg.
PRODUIT Concentration Temps de Température de | Titre aprés essai | Réduction du
(v/v) contact contact (log URL/mg) titre viral
5 min 4,500 2,000
F010435V4 0,5% 10 min 20°C 2,250 4,250
60 min 1,000 5,500
Les concentrations testées de produit sont virucides si la réduction du titre viral est supérieure ou égale 4 4,0 log.
Essai 2
La suspension virale témoin a une concentration de 6,500 log URL/mg.
PRODUIT Concentration Temps de Température de | Titre apreés essai | Réduction du
(v/v) contact contact (log URL/mg) titre viral
5 min 4,500 2,000
F010435V4 0,5% 10 min 20°C 2,000 4,500
60 min 1,000 5,500
Les concentrations testées de produit sont virucides si la réduction du titre viral est supérieure ou égale 4 4,0 log.
6 VERIFICATION DE LA METHODOLOGIE
Les essais réalisés satisfont aux critéres de validation car:
o Le titre de la suspension virale d'essai est suffisamment important pour permettre une observation de réduction
de 4 log aprés essais; il est de 6,500 log URL/mg pour le virus HIV.
° La différence des titres entre témoin viral et virus de référence dans l'essai d'inactivation est comprise entre -0.5

et -2.5 aprés 30 min; la différence est de 1,375 log aprés 30 min d’inactivation par le formaldéhyde pour le virus

HIV.
° Le produit testé n’affecte pas significativement la morphologie des cellules.
o Les conditions d’essai en saleté (3 g/l de sérum albumine bovine + 3 ml érythrocytes de mouton) n’affectent pas

I’infectivité du virus

o Le produit testé ne réduit pas la sensibilité des cellules au virus HIV. Les titres de virus mis en contact avec les
cellules traitées avec le produit et les cellules non traitées ont une différence inférieure a 1,0 log (la différence
est de 0,375 log).
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. La différence de titre entre l'essai de suspension virale et le contrdle de l'efficacit¢ de l'arrét de l'activité du

produit F010435V4 est inférieure a 0,5 log (0,0 log URL/mg essai 1 et 0,0 log URL/mg essai 2)

7 CONCLUSION

Les essais réalisés sur le produit F010435V4 lot n° 5611 ont démontré:

. que le produit F010435V4 employé a 0.5 %, a une activité virucide sur le virus HIV, selon la méthodologie

de la norme NF EN 14476+A 1, pour 10 minutes de contact 4 20°C, en conditions de saleté.
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ANNEXE 1

Lignée cellulaire utilisée : cellules 1G5, ATCC, USA
Souche virale: VIH-1 (pNL4-3Luc), NIH, Bethesda, MA, USA

Tampons et milieux de culture:

- Tampon PBS: chlorure de sodium, Panreac, réf. 141659.1211, lot n° 0000204679; sodium
phosphate dibasic, Sigma Aldrich, réf. $5136, lot n° BCBC7067V; sodium phosphate monobasic,
Sigma Aldrich, réf. S5011, lot n°® 1019K01021V

- Milieu MEM, Sigma Aldrich, réf. 0268, lot n® 040M8301
- Milieu DMEM, Sigma Aldrich, réf. D5796, lot n° RNBB9336
- Sérum de veau feetal, Sigma Aldrich, F7524, lot n® 098K 3397

Réactifs:
—  Sérum albumine bovine en poudre, Sigma Aldrich, réf. 05479, lot n° STBB7838V
— Erythrocytes de mouton, Oxoid, réf. SR 0051E, lot n°® 4234000

Solution d'inactivation:

— formaldéhyde, Sigma Aldrich, réf. F-1635, lot n° BCBB3510

EAU DURE

Solution A: - MgCl2 anhydre, ref. 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 aprés filtration: 7,0 £0,2 a 25°C.
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ANNEXE 2
Tableau A1 - Titrage du virus HIV par effet cytopathique, par la méthode de calcul Spaerman-Kiérber :

log URL/mg = 6,500

Dilution (- log) Résultat % résultats positifs
-3 44444444 100
- 44444444 100
-5 44444444 100
-6 IRRRRRRE! 100
-7 00000000 0
-8 00000000 0
-9 00000000 0
-10 00000000 0
Somme des % de cultures positives 400
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Figure 1 —représentations graphiques des résultats des essais :

Essai l
glgog DICT,
emauen F(110435V4 5 min
7 e} il )
sepien F010435V415 min
6 == F010435V4 60 min
5 wm=@ess témoin viral + BSA

e=fl== témoin viral + BSA +

% érythrocytes
==ie== cytotoxicité F010435v4
3

A e i =
0 T T T 1
0 5 min 15 min 60 min
s F010435V4 5 min
7 Y sl 0

s F010435V415 min

=i F010435V4 60 min

==@== témoin viral + BSA

4 o tEmoin viral + BSA +

3 érythrocytes
\\ stz CytotoXicité FO10435V4

2 ’\\\

0 5 min 15 min 60 min
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Tableau A2 — Tableau des résultats du produit F010435V4 et du virus HIV dans des conditions de saleté (3 g/l BSA +

3 ml érythrocytes)

Produit Concentra- Substance niveau de cy- Lg URL/mg Réduction
tion interférente totoxicité 0 5 1 0 39 69
min min min min
+ in=
F010435V4 essai 1 gspm  [PElDoAdda 0,75 65| 4,5 225 | NT. | 1 L pu
érythrocytes 4,25
FO10435V4 essai 2 0,50% 3g1BSA+3ml 0,75 651450 2 |NT.| 1 | RISmin=
¢érythrocytes 4,50
Formaldéhyde 0,70% PBS 2,375 651 6 | 55 |5125| NT.
N.A. PBS N.A 6,5 |NT.|NT. | NT. | 7
conftéle | N.A. 3 g/l BSA N.A 7 [NT.|NT. | NT. | 7
d'infectivité
essail 1
N.A. 3%’;}%?&;2;“ N.A 6.5 |NT.[NT. | NT. | 7
N.A. PBS N.A 6,5 | NT.I N.T. | N.T. | 7,125
d,ﬁffmrf,"l;té N.A. 3 g/l BSA N.A 6,5 |NT.|NT. | NT. | 7
eCll
essal 2
N.A. 3%;3%0;2;“1 N.A 6.5 INT.|NT. | NT. | 7
FO10435V4 N.A cellules non |+l | NT. | NTL | 7
sensibilité des cel- o traitces LU T
lules au virus i
10" N.A. "e“‘i?esstral NT.INT. | NT. | N.T. | 6,625
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Tableau A3 — Données brutes pour le produit FO10435V4 avec 3 g/l BSA + 3 ml érythrocytes soumis a essai contre le
virus HIV (titrage par effet cytopathique ; 8 puits)

Essai 1
Concentra- G o temps de Dilutions
tion substance interférente contact 1 - ) 4 = = > =
| 444444440000 0000|0000 | 0000 | 0000 0000
3 g/l BSA+ 3 ml 10 4444 4400 | 0000 | 0000{ 0000{ 0000 | 0000 | 0000
érythrocytes controle vi- | 4444 | 4444|4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
010435V ral 4444 | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 1111 ] 0000 | 0000
essai | 0,50% L0 | 4444 4444] 0000|0000 0000 [ 0000 0000 | 0000
4444 {0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
3 g/l BSA
controle | 4444|4444 | 4444|4444 | 4444 1111 | 0000 | 0000
viral | 4444 | 4444|4444 | 4444|4444 1111 | 0000 | 0000
FOIHES , 4400 | 0000|0000 | 0000 { 0000 | 0000 | 0000 | 0000
essal | 0.50% 3 g’/lBSA-r 3ml NA.

cytotoxicité ’ SryIEoeyEs 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
. 4444 | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
K PR 4444 | 4444 | 4444 | 4444 4444 | 1111 | 0000 | 0000
4444 | 4444| 4444 4444 | 4444 1111 {0000 0000
60 4444 | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
4444 | 4444 4444 | 4444 | 4444 1111 [ 0000 0000
contrdle viral 0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
BMeRt Mk I glBaa 4444 | 4444 4444 | 4444 | 4444 1111 | 0000 | 0000
60 4444 | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
4444 | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 0000
wa | 3enBsA+3miay. 0 4444 | 4444 4444 | 4444 | 4444 1111 | 0000 | 0000
o throcytes 4444 | 4444 | 4444 | 4444|4444 1111 | 0000 | 0000
6 4444 | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
4444|4444 | 4444 | 4444|1111 | 1111 | 0000 | 0000
? 4444 | 4444 4444 | 4444 1111 [ 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 4444 4444 1111 [ 0000 [ 0000 ] 0000
Fampialsiele ki | 4444|4444 4244 | 2444 1111 | 0000 | 0000 0000
4444 | 4444 | 4444 4444/ 1111 | 0000 | 0000 [ 0000
30 4444 | 4444 | 4444 4444 1000 | 0000 | 0000 | 0000
Formaldéhyde 0705 W [#444[ 10000 {0000 | NUT | NT| N | NLT

(cytotoxicité) ’ 4444 | 1100 | 0000 | 0000
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Essai 2
2 Dilutions

lec.:en substance interférente temp§ s
tration contact | ) 3 -4 -5 -6 7 =8
6 i 4444 | 44441 0000 | 0000 | 0000 | 0000 [ 0000 { 0000

min
3 g/l BSA+3ml 4444 | 0000| 0000 | 0000 | 0000 | 0000 [ 0000 { 0000
érythrocytes contrle vi- | 4444 | 444414444 | 4444 | 4444 | 1111 { 0000 | 0000
ral 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 44441 1111 | 0000 [ 0000
F010435V4 essai2 | 0,50% I 4444 | 4440 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000

min
4444 | 0000 [ 0000 [ 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000

3 g/IBSA

contrdle | 4444 | 4444 | 4444 | 444414444 1111 | 0000 [ 0000
viral 4444 | 4444 | 4444 | 44441 4444 1111 | 0000 | 0000
F010435V4 essai 2 3 g/l BSA+ 3 ml 4400 [ 0000 [ 0000 | 0000 | 0000 [ QOO0 [ 0000 | 0000

. 0,50% ) N.A.
cytotoxicité erythrocytes 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
0 4444 4444 | 4444 | 4444 4444 | 1111 | 0000 | 0000
NA. PBS 4444 | 4444 | 4444 | 4444 [ 44441 1111 | 0000 | 0000
- 4444|4444 14444 | 4444 | 4444 1111 | 0000 | 0000

4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 1111 | 0000 | 0000
1444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000

o 0
contrdle viral 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
d'infectivité N.A. 3 g/l BSA
o0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 1111 { 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 | 0000
NA 3 g/l BSA + 3 ml &y 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
o throcytes 60 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111|0000 | 0000
5 4444 | 4444 | 4444 | 4444 1111 | 1111 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 1111 | 0000 | 0000 | 0000
15 4444 | 4444 | 4444 | 4444 1111 | 0000 | 0000 | 0000
Formaldéhyde 0,70% PBS
4444 | 4444 | 4444 | 4444| 1111 | 0000 | 0000 | 0000
30 4444 | 4444 | 4444 | 4444| 1111 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 44440000 | 0000 | 0000 | 0000
: N.A.  |4444| 1111 [0000| 0000 N.T. | N-T. | N.T. | N.T.
Boemeldelyas 0,70% PBS
(cytotoxicité)

44441 0000 | 0000 | 0000
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Validations avec autres concentrations testées :

dilutions

Concentration | substance interférente IEIEER e
contact | _j =2 -3 -4 S -6 -7 | -8
G |4444] 444a | dda 1111 | 0000|0000 | 0000 | 0000

min
+ 4444 4444 4444 1111 0000 | 0000 | 0000 [ 0000

FO10435V4|  0,5% ° E/LBSA

3 ml érythrocytes o 44441 0000 0000 0000 | 0000|0000]| 0000 | 0000

min
0000| 0000 0000 0000 | 0000 |0000| 0000|0000

Log U
Concentration | substance interférente temps de B — Réduction
contact O 5 min
S5min | 6,5 | 4,5 2 inactive
. 3 g/l BSA +
F010435V4 0,5% 3'mléryibrocytes
60 min | 6,5 1 8,5 active

Sensibilité des cellules au virus -

Dilutions
2 -3 -4 -5 -6 | -7 | -8
4444144441 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 | 0000
444414444 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 [ 0000
4444 1444414444 (4 444 1111 [ 0000 | 0000
44441 4444|4444 4444 | 1000 [ 0000 [ 0000

Produit dilution substance interférente

Cellules non traitées

FO10435V4| 107 |3 g/l BSA + 3 ml érythrocytes

Cellules traitées
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RAPPORT D’ESSAI

DETERMINATION DE L’ACTIVITE VIRUCIDE DU PRODUIT
F010435V4 SELON LA NORME EN 17111 :2018

APEX

Délivré 8 Mme CHAKCHOUK

Pour : FRANKLAB
3 avenue des Frénes
78180 MONTIGNY LE BRETONNEUX
FRANCE

Demande d'essai du : 11/05/2020

Références du dossier d’analyses : n°090D27-2020-03

TESTS VIRUCIDES :
Conformément a la norme NF EN 17111 (Octobre 2018) — Désinfectants chimiques et antiseptiques — Essai
quantitatif de porte-germe pour ['évaluation de l'activité virucide pour instruments utilisés en médecine —

Meéthode d'essai et exigences (phase 2, étape 2)

Essais sur 1 souche de référence : Vaccinia virus.

Ce rapport inclus 12 pages.

Date d’édition : 15/06/2020

Stephanie MOROT-BIZOT
Docteur en microbiologie
Chargée de 'étude
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1. LABORATOIRE AYANT REALISE LES ESSAIS
APEX BIOSOLUTIONS

4, rue des Grandes Piéces
Zone EURESPACE

25 770 SERRE LES SAPINS
FRANCE

2. IDENTIFICATION DES ECHANTILLONS

ECHANTILLON LOT N°®
F010435V4 6451

Date limite d'utilisation optimale : non communiquée

Fabricant : FRANKLAB

Date de fabrication : non communiquée

Conditions de stockage : Température ambiante et obscurité.
Substances actives : ammonium quaternaire

Aspect : liquide vert

Diluant préconise par le fabricant : eau potable

Date de réception au laboratoire : 28/05/2020

Période de l'étude : du 12/05/2020 au 15/06/2020

3. CONDITIONS EXPERIMENTALES
= Température d’essai: 20°C £ 1°C
= Meéthode de titrage: log DICTs
= Temps de contact : 5 min, 10 min et 15 min
=  (Concentrations finales: 0,5%
* Diluant du produit utilisé lors des essais: eau dure
» Souche virale : Vaccinia virus ATCC VR-1508, cultivé sur cellules BHK-21, sous atmosphére & 5% CO2
= Substances interférentes : 3 g/l BSA + 3 mL/L érythrocytes de mouton
= Stabilité du produit en présence de substance interférente : bonne

= Technique d'arrét de I'action virucide : a froid

Titre viral :

Titrage par effet cytopathique du virus de la vaccine (calculé selon la méthode de Spearman-Kirber) : 6,375
I()g DICTso

Writer Supervisor

Ms Emilie CANTREL, laboratory technician Ms Stephanie MOROT-BIZOT, director

r W

R va - 6N QAL _06 202 @



Etude n°090D27-2020-03 F010435V4 4/12

4. VALIDATION DE LA METHODE

a) Cytotoxicité

Les cellules BHK-21 ont été exposées au produit FO10435V4 et une faible toxicité a été observée jusqu’a
la dilution 10

b) Sensibilité des cellules aux virus
Pour chacune des suspensions virales utilisées lors de la réalisation de ces essais, des titrages comparatifs du

virus sont réalisés sur les cellules traitées ou non par le produit.

VACCINIA VIRUS Titre de virus (log DICTso)

Bl duradiit Suspension virale sur | Suspension virale sur | Différence de titre viral
E cellules non traitées cellules traitées (log DICTsqy)

F010435V4 107 6,250 5,875 0,375

Le produit testé 4 la concentration indiquée ci-dessus ne montre pas d'influence notable sur la méthode de titrage du virus
de la vaccine (différence <1 log).

¢) Validations de I’efficacité de ’arrét de P’activité du produit (la méthode est validée si la
différence est < 0,5 log):

Différence avec la

Concentration du produit Substances interférentes | Titre de virus (log DICTs0) . . , .
suspension virale d’essai
Essai 1: 6,375 0,000
F010435V4  0,5% S BEBRA-8 DLl :
érythrocytes de mouton Essai 2: 6,375 0,000

d) Essai d'inactivation de référence

Titre de virus (log DICTs)

Suspension virale témoin eau 6,125 Réduction du titre viral (log DICTx)

En glutardialdéhyde 200 ppm
Essai d'inactivation § min 1,750 4,375

La validation des essais est effective si la réduction du titre viral entre la suspension témoin et la suspension soumise au glutardialdehyde

est comprise > 4 log aprés 5 min. La réduction est de 4,375 log aprés 5 min et les conditions de la norme sont donc remplies.

Writer Supervisor
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5. ESSAIS PROPREMENT DITS - CALCUL DE I’ACTIVITE VIRUCIDE

Essai | —sechage 50 min
La suspension virale témoin eau a une concentration de 6,125 log DICTs

F010435V4

5/12

PRODUIT Concentration | Temps de contact | Température de contact Ti(tlll; Egﬂll;;’ ES'F:;M Réduction du titre viral
15 min 1,750 4,375
F010435V4 0,5% 10 min 20°C 2,000 4,125
5 min 3,000 3,125

Essai 2—sechage 51 min

La suspension virale témoin eau a une concentration de 6,250 log DICTs,

PRODUIT Concentration | Temps de contact | Température de contact Ti(t;{;egall))fgs,rii;ai Réduction du titre viral
15 min 1,750 4,500
F010435V4 0,5% 10 min 20°C 2,250 4,000
5 min 3,125 3,125

Les concentrations testées de produit sont virucides si la réduction du titre viral est supérieure ou égale a 4,0 log.

6. VERIFICATION DE LA METHODOLOGIE

Les essais ont ét€ validés selon la norme européenne EN 17111 :2018:

— Le titre de la suspension virale d'essai est suffisamment important pour permettre une observation de réduction

de 4 log aprés essais : il est de 6,375 log DICTSsq pour le virus de la vaccine.

— La différence des titres entre témoin viral et virus de référence dans l'essai d'inactivation est > 4 log : la

différence est de 4,375 log aprés 5 min d’inactivation par le glutardialdéhyde pour le virus de la vaccine.
— Le produit teste n’affecte pas significativement la morphologie des cellules.

— Les conditions d’essai en saleté (3 g/L BSA + 3 mL/L érythrocytes de mouton) n’affectent pas I’infectivité du

virus de la vaccine.

— Le produit testé ne réduit pas la sensibilité des cellules au virus de la vaccine. Les titres de virus mis en contact

avec les cellules traitées avec le produit et les cellules non traitées ont une différence inférieure & 1,0 log (la
différence est de 0,375 log).

Writer
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7. CONCLUSION

Les essais réalisés sur le produit FH10435V4 lot n1°6451 ont démontré :

- Que le produit F010435V4, employé dés 0,5% a une activité virucide sur le virus de la vaccine, selon

la méthodologie de la norme NF EN 17111 :2018, pour 10 minutes de contact 4 20°C, en conditions de

saleté.
Writer Supervisor
Ms Emilie CANTREL, laboratory technician Ms Stephanie MOROT-BIZOT, director
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8. ANNEXE 1

Lignée cellulaire : cellules BHK 21 (HPA ref. 85011433, lot n°091007)

Souche virale: Vaccinia virus (ATCC réf. VR-1508, lot n°5016818)

Tampons et milieux de culture:

Tampon PBS: chlorure de sodium, Panreac, réf. 141659.1211, lot n° 0000204679; sodium phosphate
dibasic, Sigma Aldrich, réf. S5136, lot n® BCBC7067V; sodium phosphate monobasic, Sigma Aldrich,
réf. S5011, lotn® 1019K01021V

—  MEM media, Sigma Aldrich, réf. 0268, lot n° 040M8301
— DMEM media, Sigma Aldrich, réf. D5796, lot n° RNBB9336

—  Sérum de veau feetal, Sigma Aldrich, F7524, lot n® 098K 3397

Réactifs:
—  Sérum albumine bovine en poudre, Dominique DUTSCHER, réf. 871001, lot D1304039

Solution d’inactivation :

—  Formaldéhyde, Sigma Aldrich, réf. F-1635, lot n°® BCBB3510

PORTE-GERMES EN VERRE - lames de verre dépoli 15 x 60 mm, 1 nun d’épaisseur — Thermo scientific/
Menzel-Glidser — réf. 100 OTM, lot n°01 1794389.

Writer Supervisor
Ms Emilie CANTREL, laboratory technician Ms Stephanie MOROT-BIZOT, director
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9. ANNEXE 2

F010435V4

8/12

Table Al — Titrage du virus de la vaccine par effet cytopathique, par la méthode de calcul Spaerman-Kérber :

Log DICTs) = 6,375

Dilution (- log) Résultat % résultats positifs
-3 44444444 100
-4 44444444 100
-5 44444444 100
-6 44444440 87,5
-7 00000000 0
-8 00000000 0
-9 00000000 0
-10 00000000 0
Somme des % de cultures positives 387.5

Writer
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Figure | — représentations graphiques des résultats des essais :
Essai |
log DICT,
i g 50
i 34 4 i 2 -1
6
5 === F010435V4
a \\ == Glutardialdéhyde
3 \\\ =fe=viral control + PBS
2 \ — =3t=viral control + BSA
1 8 7 © e & ® =@ Cytotoxicité
O T T T 1
0 5 min 10 min 15 min 30 min 60 min
Essai 2
log DICTs,
7
‘ e oy e s rat
6 -
5 === F010435V4
4 \\\\ = Glutardialdéhyde
3 \ === Viral control + PBS
2 \ \’ =3&=viral control + BSA
1 12 @ ® ® ® ® =@= cytotoxicité
0 T T T 1
0 5 min 10 min 15 min 30 min 60 min
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Tableau A2 — Tableau de résultats du produit F010435V4 soumis 4 essai contre le virus de la vaccine en
conditions de saleté

; Lg TCIDso
PRODUIT Concentration .Subst'ancc vaeau_ d_e’ - g - - - Réduction
interférente | cytotoxicité| S5min | 10min | 15min | 30 min | 60 min
3 g/LBSA + 10 min
F010435V4 " 3 mL/L
ESSAJ 1 0,50% Erytbrocytes 1,250 6,125 | 3,000 | 2,000 | 1,750 | N.T. N.T. R=4,125
de mouton
3 /L BSA + —
F010435V4 o 3 mL/L
ESSAL 2 0,50% siythrocytes 1,000 6,250 | 3,125 | 2,250 | 1,750 | N.T. N.T.
de mouton i 4,000
Glutardialdéhyde
100 ppm PBS 1,875 6,125 1,750 N.T. N.T. N.T. N.T.
ESSAI 1
Glutardialdéhyde
100 ppm PBS 2,000 6,250 | 1,873 N.T. N.T. N.T. N.T.
ESSAI2
Contrdle viral
d'infectivite NA. PBS NA. 6125 | NT. | NT. | NT. | NT. | 6,125
ESSAI 1
Contrdle viral 3g/LBSA +
d'infectivité N.A. 2l NA | 6125 | NT. | NT. | NT. | NT. | 6125
érythrocytes
ESSAI1 de mouton
Contréle viral
Rimme NA. PBS NA | 6375 | NT. | NT. | NT. | NT. | 6,375
ESSAI 2
Contréle viral 3g/LBSA +
e N.A. , L NA | 6375 | NT. | NT. | NT. | NT. | 6375
érythrocytes
ESSAI 2 de mouton
N.A. Cei[“.le:“ 6,250
Sensibilité des 5 botL HaKpes
cellules au virus
NA. CRllles; | ave
traitees
Writer Supervisor
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Tableau A3 — Données brutes du produit F010435V4 soumis & essai contre le virus de la vaccine, en

F010435V4

11/12

conditions de saleté (titrage par effet cytopathique; 8 puits).

ESSAI I
. Substance | Temps de Dilutions
Concentration | . ,
interférente | contact -1 2 k| -4 -5 -6 ity -8 9
s 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
T 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
_ 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
0,50% 3 g/1 BSA 10 min
F010435V4 +3 ml/L 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000 | 0000
ESSAI 1 érythrocytes o 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
min
de mouton 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
Témomn | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
eau 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000 | 0000
3 g/l BSA
F010435V4 3 mL/L 4444 | 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
cytotoxicité 0,50% érythrocytes N.A.
de mouton 4400 | 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
o 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Glutardialdéhyde 100 ppm PBS 5
4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Glutardialdéhyde 4444 | 4400 | 0000 [ 0000
ce) 100 ppm PBS N.A. NT. | NT. | NT. | NT. | NT.
(cytotoxicité) EP 4444 | 0000 | 0000 | 0000
; 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
il il 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000 | 0000
ot N.A. 3 g/L BSA
infectivité 60 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
3 g/l BSA 0
Contidle viral NA +3 ml/L 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000 | 0000
d'infectivite o erythrocytes " 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
de outon 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000 | 0000
Weriter Supervisor

Ms Emilie CANTREL, laboratory technician

Ms Stephanie MOROT-BIZOT, director
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ESSAI 2
c . | Substance | Temps de Dilutions
oncentration | . .
interférente | contact -1 2 -3 -4 -5 -6 e -8 -9
B 4444 | 4400 | 0000 | 0ooo | oooo | oooo | 0000 | 0000 | 0000
M 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | oooo | oooo | 0000 | 0000 | 0000
| 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
0,50% 3g1BSA | 10 min
F010435V4 +3 mL/L 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000 | Q00O | 0000 | 0000 [ 0000
ESSAI 2 érythrocytes _ 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
de mouton 5 min
4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
Témoin | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
eau 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000
3 g/l BSA
FO10435V4 3 /L 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
0
cytotoxicité 0202 érythrocytes el
drriontes 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
_ 4444 | 4440 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Glutardialdéhyde 100 ppm PBS 5
4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
ialdé 4444 | 4440 | 0000 | 0000
Glutardidldchyde | s PBS N.A. NT. | NT. | NT. | NT. | NT.
(cytotoxicité) 4444 | 0000 | 0000 | 0000
0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 [ 0000 | 0000
Donteble vl 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000
e e N.A. 3 g/L BSA
d'infectivité & 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000
3 /1 BSA " 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
Contrdle viral NA +3 mL/L 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 [ 0000 | 0000
d'infectivité o ¢rythrocytes a5 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
de mouton 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | oooo | 0000
Sensibilité des cellules au virus :
st Diluti
PRODUIT il | S it
interférente Sl 5 -4 -5 6 -7 -8 .9
Cellules | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 0000
SgLER | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 0000
F010435V4 i | FUH | tritkes
egy“‘ °°tﬁes Cellules | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 4440 | oooo | 0000 0000
€ mouton o
traitées | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 0000
Writer Supervisor

Ms Emilie CANTREL, laboratory technician

Ms Stephanie MOROT-BIZOT, director
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RAPPORT D'ESSAI

DETERMINATION DE L'ACTIVITE TUBERCULOCIDE DU PRODUIT F010435V4
SELON LA NORME EN 14348

A lattention de Mme CHAKCHOUK
Pour: FRANKLAB

3 avenue des Frénes
78180 MONTIGNY LE BRETONNEUX

Demande d'essai du : 12/02/2018

Références du dossier d’analyses : n°241D17-2017-11

ESSAIS DE MYCOBACTERICIDIE :
Selon la méthodologie de la norme européenne NF EN 14348 (Juin 2005) — antiseptiques et désinfectants
chimiques — essais quantitatifs de suspension pour I'évaluation de l'activité mycobactéricide des désinfectants

chimiques utilisés en médecine humaine, y compris les désinfectants pour instruments.

Essais sur 1 souche de référence : Mycobacterium terrae.

Ce rapport d'essai comporte 9 pages et ne concerne que I'échantillon étudié.

Date d'émission : 10/07/2018

Stéphanie MOROT-BIZOT

Docteur en microbiologie
Chargée de 'étude

4, rue des Grandes Pieces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
10 000 € = RCS BESANCON = N° SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 = info@apexlabo.com
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L.

LABORATOIRE AYANT REALISE LES ESSAIS

APEX BIOSOLUTIONS
4, rue des Grandes Piéces

25770 SERRE LES SAPINS
FRANCE
2. IDENTIFICATION COMPLETE DES ECHANTILILONS
Echantillon Ne lot
F010435V4 5203B03

3

Date d’expiration : non précisé

Fabricant : FRANKLAB

Date de fabrication : non précisé

Conditions de stockage : selon les indications fournies par le fabricant
Composants actifs : ammoniums quaternaires

Aspect : liquide vert

Diluant préconisé par le fabricant : eau potable

Date de réception au laboratoire : 11/04/2018

Période de 1’étude : 20/05/2018 au 25/06/2018

CONDITIONS EXPERIMENTALES

Concentrations du produit soumis a l'essai : 2% - 5% -10%.

Apparence du produit et de ses dilutions : limpide.

Méthode employée: dilution-neutralisation.

Temps de contact : 5 minutes, 10 minutes et 60 minutes.

Température d'essai: 20°C + 1°C.

Substances interférentes : en conditions de saleté, sérum albumine bovine 3 g/L + érythrocytes de mouton
3 mL/L.

Diluant du produit utilisé lors des essais : eau distillée.

Souches de mycobactéries utilisées: Mycobacterium terrae CIP 104321, lot n°16308 (Institut Pasteur).

Conditions de culture: bouillon Middlebrook 7H9 ADC 10%, milieu Middlebrook 7H10 OADC 10%, a
37°C £ 1°C.

Stabilité du produit en présence de substance interférente : bonne.

Mode opératoire : par dilution-neutralisation, avec neutralisant a base de thiosulfate de sodium (2 %).

4, rue des Grandes Piéces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
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4. VALIDATION DE LA METHODE ET RESULTATS PROPREMENT DITS

Voir feuilles de résultats.

Le produit F010435V4 est bien actif vis-a-vis des souches de référence utilisées. car la réduction obtenue est
supérieure a 4 log:

En conditions de saleté (moyenne des répétitions):

—  pour Mycobacterium terrae, R = 5,24 a la concentration de 5% et pour 10 min de contact

5. CONCLUSIONS

Conformément a la norme EN 14348 (Juin 2005), le produit F010435V4 :

- présente une activité tuberculocide vis-a-vis de la souche Mycobacterium terrae en 10 min a 20°C, dans

les conditions de saleté, lorsqu’employé a4 5%

4, rue des Grandes Piéces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
10 000 € = RCS BESANCON = N° SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 = info@apexlabo.com
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FEUILLE 1 DE RESULTATS DES ESSAIS SUR Mycobacterium terrae

Norme employée: EN 14348, phase 2, étape 1
Nom du produit : F010435V4
N°de lot: 5203B03

Nombre de boftes : 2 boites / ml (2 ml au total)
Neutralisant : thiosulfate de sodium (2%).
Température d’essai : 20°C

Substances interférentes : albumine bovine 0,3 g/i
Souche d’essai : Mycobacterium terrae CIP 104321
Date des essais : 05/06/2018

Personne responsable : Stephanie MOROT-BIZOT

Signature :

Validation et controles

Suspension de Témoin des conditions Témoin du Validation de la
validation Nv0 expérimentales A neutralisant B méthode C
Vel 68 X 70 X 64 X 50 X
Ve2 64 66 80 75 68 66 51 50,5
30 <X de Nv0 <160 X de A est 20,5 x X de Nv0 ¥ de B20,5%x%de NvD Xde C20,5x%de NvD
XO0ui Onon Xoui Onon X oui O non X 0ui Onon

Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai (N) logN | log NO
107 238 193 9,34 8,34
108 24 18

8,17 <log N0 £ 8,707
xoui onon

4, rue des Grandes Pi¢ces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
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Vérifications de la méthodologie:
- N est compris entre 1,5 x 10° UFC/ml et 5,0 x 10° UFC/ml
- NO est compris entre 1,5 x 10 UFC/ml et 5,0 x 10°UFC/ml
- Nv0 est compris entre 30 et 160 UFC/ml
- Nv est compris entre 3 x 10 UFC/ml et 1,6 x 10° 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
Produit 10° 10" 107 10° leNa=Ig| lgR=1g | Temps
(Xx 10) | NO—-1lgNa de
Vel | V2 | Vel | ve2 | vel | Ve2 | Vel | Ve2 onuict
>660 | >660 293 290 29 29 4 3 4,46 3,88 5 min
2% >660 | >660 238 233 22 25 2 3 4,37 3,97 10 min
>660 | >660 125 120 12 12 0 0 4,09 4,25 60 min
Produit 10° 10 10 10° lgNa=1g| lgR=Ig | Temps
(Xx10) | NO-1Ig Na de
Vel | Ve2 | Vel | ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 contact
>660 | >660 242 234 24 25 2 3 4,38 3,96 5 min
5% 114 105 10 13 1 0 0 0 3,04 5,30 10 min
6 5 0 1 0 0 0 0 <2,15 >6,19 60 min
Produit 10° 10! 107 10° lgNa=lg| lgR=Ig | Temps
(Xx 10) | NO—1Ig Na de
Vel | Ve2 | Vel | ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 wontaeL
102 105 9 10 1 0 0 0 3,01 5,33 5 min
10% 67 60 7 6 0 0 0 0 2,80 5,54 10 min
18 21 2 2 0 0 0 0 2,29 6,05 60 min
Légende :

Vc = dénombrement par ml

X = moyenne de Vcl et Ve2

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 Iinactivation par dilution-neutralisation

Na = nombre d”UFC/m] des survivants apres essai

R = réduction (Ig R = lg NO — Ig Na)

4, rue des Grandes Piéces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
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FEUILLE 2 DE RESULTATS DES ESSAIS SUR Mycobacterium terrae —
REPETITION

Norme employée: EN 14348, phase 2, étape 1
Nom du produit : FO10435V4
N® de lot: 5203B03

Nombre de boites : 2 boites / ml (2 ml au total)
Neutralisant : thiosulfate de sodium (2%).
Température d’essai : 20°C

Substances interférentes : albumine bovine 0,3 g/l
Souche d’essai : Mycobacterium terrae CIP 104321
Date des essais : 05/06/2018

Personne responsable : Stephanie MOROT-BIZOT

Signature :

Validation et controles

Suspension de Témoin des conditions Témoin du Validation de la
validation NvO expérimentales A neutralisant B méthode C
Vel 45 X 48 X 47 X 33 X
Ve2 43 44 43 45,5 44 455 36 34,5
30 <X de Nv0 €160 X de A est 20,5 xX de NvO ¥ de B 2 0,5x X de Nv0 ¥ de C20,5xX de NvO
X 0ui O non X oui ©Onon X oui 0O non X oui 0O non

Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai (N) logN | log NO

107 178 185 9,26 8,26

10® 18 20
8,17 <log NO < 8,707
X oui Onon

4, rue des Grandes Pieces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
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Veérifications de la methodologie:

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

- NO est compris entre 1,5 x 10¥ UFC/ml et 5,0 x 108UFC/ml

- Nv0 est compris entre 30 et 160 UFC/ml

- Nv est compris entre 3 x 10° UFC/ml et 1,6 x 10° 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

Produit 10° 10! 102 107 lgNa=Ig| IgR=1g | Temps
(xx10) |NO-lgNa| de
Vel | Ve | vel | ver | Vel | vez | vel | ve contact
660 | 660 | 313 | 326 | 40 | 39 | 4 | 4 | 451 | 375 5 min
2% | >660 | >660 | 263 | 282 | 26 | 30 | 2 | 4 | 444 3,82 | 10min
>660 | >660 | 145 | 138 | 16 | 15| 2 | 2 | 415 411 | 60 min
Produit 10° 107 107 10° lgNa=Ig| lgR=1Ilg | Temps
(Xxx 10) | NO—lg Na de
Vel | ve2 | Vel | vez | vel | vez | vel| ve2 contact
~660 | >660 | 249 | 236 | 41 | 40 | 5 | 3 | 441 3,85 5 min
Sl o Ry e i Lt e e R 518 | 10min
50 | 18 1 i R TR 598 | 60 min
Produit 10° 10" 10° 10° |lgNa=1lg| lgR=lg | Temps |
(Xx10) | NO-IgNa de
Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 comtact
B35 1ol az eisclois | aalae s a1l 515 | Smin
1092855 A9 e R P 535 | 10min
9 8 0 bl 0 SR el e

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 ’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 apres essai

R = réduction (lg R = 1g NO — Ig Na)

4, rue des Grandes Piéces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
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ANNEXE TECHNIQUE

MILIEUX DE CULTURE
- Bouillon Middlebrook 7H9, FLUKA, réf. 100957898, lot n° BCBC4788
- Enrichissement ADC 10%, FLUKA, réf. 101007527, lot n° BCBD4192
- Milieu Middlebrook et Cohn 7H10 SIGMA-ALDRICH, réf. M0303, lot n°BCBK3491V

- Enrichissement OADC 10%, FLUKA, réf. 100962567 , lot n® BCBC5497

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 n°9020401, lot n° FR08 085 793----—------—-- 8,50 g/L

pH final aprés autoclavage a 25°C : 7,0 £0,2

NEUTRALISANT

Ingrédients par litre d'eau distillée:

Thiosulfate de sodium, Sigma Aldrich, réf. 7249, lot n® BCBD0584V - 20¢g

Stérilisé par filtration sur filtre 0,45 pm ; pH a 25°C : 7,4 £ 0,1

SUBSTANCES INTERFERENTES

Sérum Albumine Bovine en poudre, Fraction V, Dominique Dutscher, réf.871001, lot D1304039

4, rue des Grandes Piéces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
10 000 € = RCS BESANCON = N° SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 = info@apexlabo.com
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RAPPORT D'ESSAI

DETERMINATION DE L'ACTIVITE TUBERCULOCIDE
DU PRODUIT F010435V4 SELON LA NORME EN 14563

Délivrée 8 Mme CHAKCHOUK

Pour: FRANKLAB
3 avenue des Frénes
78180 MONTIGNY LE BRETONNEUX
FRANCE

Demande d'essai du: 12/02/2018

Références du dossier d'analyses: n°241D17-2017-09

ESSAIS DE MYCOBACTERICIDIE :

Selon la méthodologie de la norme européenne NF EN 14563 (Février 2009) — antiseptiques et

désinfectants chimiques — Essai quantitatif de porte-germe pour I'évaluation de l'activité
mycobactéricide ou tuberculocide des désinfectants chimiques utilisés pour instruments en médecine
humaine

Essais sur 1 souche de référence: Mycobacterium terrae.

Ce rapport d'essai comporte 10 pages et ne concerne que I'échantillon étudié.

Date d'émission : 12/05/2018

Stéphanie MOROT-BIZOT Professeur Georges HERBEIN
Docteur en microbiologie Professeur des Universités Praticien Hospitalier
Chargée de I'¢tude Expert scientifique

4, rue des Grandes Piéces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
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1. LABORATOIRE AYANT REALISE LES ESSAIS

APEX BIOSOLUTIONS

4, rue des Grandes Piéces
25770 SERRE LES SAPINS
FRANCE

2. IDENTIFICATION COMPLETE DES ECHANTILLONS
PRODUIT F010435V4

Numeéro de lot: 5203B03

Echantillons regus au laboratoire le : 11/04/2018

Date limite d'utilisation optimale: non précisée

Fabricant: FRANKLAB

Date de fabrication: non précisée

Conditions de stockage : 4 température ambiante et a ["obscurité
Composants actifs: ammoniums quaternaires

Aspect: liquide vert

Diluant préconisé par le fabricant: eau potable

Période de I'étude: du 02/03/2018 (mise en culture des souches) au 30/04/2018

3. CONDITIONS EXPERIMENTALES

- Concentration du produit soumis a l'essai : 2%, 5% et 10%
- Apparence du produit et de ses dilutions : limpide.

- Meéthode employée: dilution-neutralisation.

- Temps de contact: 10 min, 15 min et 60 min.

- Température d'essai: 20°C + 1°C.

- Substances interférentes: en conditions de saleté, sérum albumine bovine 3 g/L + érythrocytes de mouton
3 mL/L.

- Diluant du produit utilisé lors des essais : eau dure.
- Souches de mycobactéries utilisées: Mycobacterium terrae CIP 104321, lot n°16308 (Institut Pasteur).

- Conditions de culture: bouillon Middlebrook 7H9 ADC 10%, milieu Middlebrook 7H10 OADC 10%, a
37°CL1°C.

4, rue des Grandes Piéces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
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- Stabilité du produit en présence de substance interférente : bonne.

- Mode opératoire : par dilution-neutralisation, avec neutralisant a base de polysorbate 80, de thiosulfate de
sodium et de jaune d’ceuf (composition en annexe).

4, VALIDATION DE LA METHODE ET RESULTATS PROPREMENT DITS

Voir feuilles de résultats.

Le produit F010435V4 est bien actif vis-a-vis des souches de référence utilisées. car la réduction obtenue est
supérieure 4 4 log:

En conditions de saleté (moyenne des répétitions):

—  pour Mycobacterium terrae, R = 4,08 dés la concentration de 5%, pour 10 min de contact

5. CONCLUSIONS

Conformément a la norme EN 14563 (Février 2009), le produit F010435V4, lot n°® 5203B03:

- présente une activité tuberculocide vis-a-vis de la souche Mycobacterium terrae en 10 min 4 20°C, dans

les conditions de saleté, lorsqu’employé a la concentration de 5 %.

4, rue des Grandes Piéces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 » SARL au capital de
10 000 € = RCS BESANCON = N° SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 = info@apexlabo.com
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Ftude N° n°241D17-2017-09 F010435V4

6. FEUILLE 1 DE RESULTATS DES ESSAIS SUR Mycobacterium terrae

Norme employée: EN 14563, phase 2, ¢tape 2
Nom du produit : FO10435V4
N° de lot: 5203B03

Nombre de boites : 2 boites / ml (2 ml au total)

Neutralisant : polysorbate 80 (30 g/l) ; thiosulfate de sodium (3 g/l), jaune d’ceuf frais (5%)

Température d’essai : 20°C

Substances interférentes : albumine bovine 3 g/L + érythrocytes de mouton 3 mL/L

Souche d’essai : Mycobacterium terrae CIP 104321
Date des essais : 17/04/2018

Personne responsable : Stephanie MOROT-BIZOT

Validation et controles

Signature :

5/10

a 10%

Bl B2 B3 B4 Vel Ve2
Nvl =
Suspension de validation Nv() 30 25 22 21 55 43 ;
30 <X de Nv0 <160
oui [l non
Tén}o.in des conditions 30 29 13 25 59 58 -
expérimentales (A)
X de A est >0,5 x X de Nv0
oui [J] non
Témoin du neutralisant (B) | 24 | 20 [ 21 [ 21 44 2 [
X de B 20,5% X de Nv0
oui [ non
Validation de la méthode (C) produit | " {9 - - - -

Xde C>0,5xX de Nv0
[X] oui T non

4, rue des Grandes Piéces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
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Etude N° n°241D17-2017-09 F010435V4 6/10

Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai | N Vel |Ve2 N=25x10° | lgN=941
N e
- - 247 9,17 <1g N <9,70?
1078 26 28 xpul [Inon
Témoin eau Vel |Ve2 Nw = Xx 10=5,50x 10° 1g Nw = 6,74
Nw 10” 48 | 60

6,15 <log Nw < (log N-1,3)?
107 7 5 xoui [lnon

Vérifications de la méthodologie:

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

- NW n’est pas inférieur & 1,4 X 10° UFC/ml (Ig NW > 6,15) et n’est pas supérieur a 0,05 X N (Ig NW < (lg
N-1,3)

- Nv est compris entre 3 x 10' UFC/ml et 1,6 x 10> UFC/ml

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

Produit 10" 107 102 10° lgNa=1g| IgR=Ig | Temps
(Xxx10) |[Nw-—lg Na de
Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 : contack
50% | 49 | 44 5 > o ool o] 26 407 | 10min
100% | 31 28 4 2 o | o] o] o] 247 427 | 10min
2.0 % 2 1 0 1 ol oo o] 215 459 | 60 min
20% | 67 | 66 7 8 1o o] o | 28 392 | 15min

Légende :

Ve = dénombrement par ml

X = moyenne de Vel et Ve2

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 ’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 apres essai

R =réduction (Ig R = lg NO - lg Na)

7. FEUILLE 4 DE RESULTATS DES ESSAIS SUR Mpycobacterium terrae -—

4, rue des Grandes Piéces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
10 000 € = RCS BESANCON = N° SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 = info@apexlabo.com
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Etude N° n°241D17-2017-09 F010435V4 7/10

REPETITION

Norme employée: EN 14563, phase 2, étape 2
Nom du produit : F010435V4
N° de lot: 5203B03

Nombre de boites : 2 boites / ml (2 ml au total)

Neutralisant : polysorbate 80 (30 g/l) ; thiosulfate de sodium (3 g/1), jaune d’ceuf frais (5%)
Température d’essai : 20°C

Substances interférentes : albumine bovine 3 g/L + érythrocytes de mouton 3 mL/L
Souche d’essai : Mycobacterium terrae CIP 104321

Date des essais : 18/04/2018

Personne responsable : Stephanie MOROT-BIZOT

Signature :

Validation et contrles

Bl B2 B3 B4 Vel Ve2
Nv0 =

Suspension de validation Nv( 20 19 23 23 39 46

30 <X de Nv0 <160
oul [ non

Témoin des conditions

expérimentales (A) A 27 28 27 25 55

X de A est >0,5 x X de Nv0
oui [ non

Témoin du neutralisant (B) | 21 24 23 23 | 45 [ 46

X de B> 0,5%x X de Nv0
oui [ non

Validation de la méthode (C) produit

3 10% 21 17 17 18 38 35

iR F

Xde C=0,5 xXde Nv0
oui [1non

‘_bqu. -

4, rue des Grandes Piéces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 » SARL au capital de
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Etude N° n°241D17-2017-09 F010435V4 &/10

Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai | N Vel [Ve2 N=19x10° lg N= 927 »
N 7 -
7188 184 o 17<1gN<9,707
10 20 19 xou [non
Témoin eau Vel |Ve2  |Nw=xx10=55x 10° Ig Nw =674
Nw 10 |53 |55

6,15 < log Nw < (log N-1,3)?
g
107 6 8 xoui [non

Vérifications de la méthodologie:

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

- NW n’est pas inférieur a 1,4 X 10° UFC/ml (Ig NW > 6,15) et n’est pas supérieur a 0,05 X N (Ig NW < (lg
N-1,3)

- Nv est compris entre 3 x 10' UFC/ml et 1,6 x 10> UFC/ml

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

Produit 10° T 107 10° lgNa=lg| lgR=Ilg Temps
(Xx10) |[Nw-—Ig Na de
Vel | ve2 | Vel | vez | vel | vez | vel| vez contact
5.0 % 57 50 6 5 1 00| o 2,73 4,01 10:min |
10.0 % 33 35 3 4 0 0 |01 0 2,53 4,21 10 min
2.0 % 8 2 2 0 0 0|01 0 2,15 4,59 60 min
2.0% 86 84 10 8 0 0|0 o 2,93 3,81 15 min

Légende :

Ve = dénombrement par ml

X = moyenne de Vel et Ve2

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 |’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/m] 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 — g Na)

4, rue des Grandes Piéces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
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i BV IS T2



Etude N° n°241D17-2017-09 F010435V4 9/10

8. ANNEXE TECHNIQUE

MILIEUX DE CULTURE
- Bouillon Middlebrook 7H9, FLUKA, réf. 100957898, lot n® BCBC4788
- Enrichissement ADC 10%, FLUKA, réf. 101007527, lot n°® BCBD4192
- Milieu Middlebrook et Cohn 7H10 SIGMA-ALDRICH, réf. M0303, lot ni°BCBK3491V

- Enrichissement OADC 10%, FLUKA, réf. 100962567 , lot n°® BCBC5497

DILUANT

Solution Tryptone-Sel (TS)

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

— Tryptone, Laboratoires CONDA, réf. 1612, lot n® 091229 1,00 g/1
— Chlorure de sodium, Dominique DUTSCHER, ref n® 19032391, lot n° 836751------—- 8,50 g/1

pH final aprés autoclavage a 25°C : 7,0 £ 0,2

NEUTRALISANT

Inerédients par litre d'eau distillée:

Polysorbate 80, SIGMA ALDRICH, réf. 59924, lot n® BCBI6978V 0g
Jaune d'ceuf frais -- 50ml
Thiosulfate de sodium, Sigma Aldrich, réf. 7249, lot n° BCBD0584V 3g

Stérilisé par filtration sur filtre 0,45 pm ; pH 8 25°C : 7.4 £ 0,1

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

Sang de mouton, Thermofisher, réf. SRO051C, lot n°33787000.

PORTE-GERMLS EN VERRE — lames de verre dépoli 15 x 60 mm, 1 mm d’épaisseur — Thermo scientific/
Menzel-Gldser — réf. 100 OTM, lot n°01 1794389.

4, rue des Grandes Pieces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
10 000 € = RCS BESANCON = N° SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 = info@apexlabo.com
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Ftude N° n°241D17-2017-09 F010435V4 10/10

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 aprés filtration: 7,0 £ 0,2 4 25°C.

4, rue des Grandes Pieces, zone Eurespace, 25 770 SERRE LES SAPINS = Tel: 09.62.52.91.87 = SARL au capital de
10 000 € = RCS BESANCON = N° SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 = info@apexlabo.com
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RAPPORT D’ESSAI

DETERMINATION DE L’ACTIVITE VIRUCIDE DU
PRODUIT F010435V4 SELON LA NORME EN 14476

Délivré 2 Mme CHAKCHOUK APEX
BIOSOLUTIONS

®

Pour : FRANKLAB
3 avenue des Frénes
78180 MONTIGNY LE BRETONNEUX
FRANCE

Demande d'essai du : 08/10/2019

Références du dossier d’analyses : n°233D33-2019-14

TESTS VIRUCIDES :

Conformément & la norme NF EN 14476+A2 (Juillet 2019) — antiseptiques et désinfectants chimiques — Essais quantitatifs
de suspension pour 1’évaluation de [’activité virucide dans le domaine médical.

Essais sur 1 souche de référence : herpes virus.

Ce rapport inclus 12 pages.

Date d’édition : 16/12/2019

Stephanie MOROT - BIZOT

Docteur en microbiologie

St S APEX BIOSOLUTI_QNS
‘APEX 4 rue des grandes pieces
e '95770 Serre les sapins

i Jabo.com
51 00 62 52 91 87 - info@apex
" n“SIRET 517 860 532 0001?
n° TVA intra FR 2351 7860532

Editor Supervisor
Ms Emilie CANTREL, laboratory technician Mrs Stephanie MOROT-BIZOT, Director
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1. LABORATOIRE AYANT REALISE LES ESSAIS

APEX BIOSOLUTIONS

4, rue des Grandes piéces
Zone EURESPACE

25770 SERRE LES SAPINS
France

2. IDENTIFICATION DES ECHANTILLONS

Référence Lot N°
F010435V4 5771
Date limite d'utilisation optimale : non communiquée

Fabricant : FRANKLAB

Date de fabrication : non communiquée

Conditions de stockage : Température ambiante et obscurité.
Composants actifs : ammonium quaternaire

Aspect : liquide vert

Précautions d’emploi : aucune

Diluant préconisé par le fabricant : eau potable

Date de réception au laboratoire : 17/10/2019

Période de I'étude : du 01/10/2015 au 13/12/2019

3. CONDITIONS EXPERIMENTALES
e Température d’essai : 20°C = 1°C
o Méthode de titrage : log DICT 5o
o Temps de contact : 1 min — 5 min — 10 min
e Concentrations finales : 0.50%
o Diluant du produit utilisé lors des essais : eau dure
e Souche virale : herpes virus type 1(ATCC ref. VR-260), cultivé sur cellules VERO, & 37°C, sous atmosphére 4 5% CO2
e Substances interférentes : 3 g/ BSA + 3 mL/L érythrocytes de mouton
e Stabilité du produit en présence de substance interférente : bonne

e Technique d'arrét de l'action virucide : a froid

Editor Supervisor

Ms Emilie CANTREL, laboratory technician Mrs Stephanie MOROT-BIZOT, Director
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4. TITRE VIRAL

Titrage par effet cytopathique de la suspension virale d’essai (calcule selon la méthode de Spearman-Kirber) = 7,000 log

DICTso

5. VALIDATION

a) Cytotoxicité

Le produit F010435V4 a été testé sur des cultures de cellules VERO et une faible toxicité a été observée jusqu’a la dilution
10

b) Sensibilité des cellules aux virus
Pour chacune des suspensions virales utilisées lors de la réalisation de ces essais, des titrages comparatifs du virus sont

réalisés sur les cellules traitées ou non par le produit.

Titre de virus (log DICTs0)

Dilution du produit Suspension virale sur cellules Suspension virale sur cellules | Différence de titre viral
u progcis non traitées traitées (log DICTs0)
F010435V4 102 7,000 ‘ 6,750 0,250

Le produit testé a la concentration indiquée ci-dessus ne montre pas dinfluence notable sur la méthode de titrage de ’herpés virus
(différence <1 log).

¢) Validations de I’efficacité de I’arrét de ’activité du preduit :

S onpsnioion Substance interférente Titre de virus (log ‘ leferencfa avec ’la suspension
DICTs0) virale d’essai
5 ; . ESSAI 1: 7,000 0,00
FO10435V4 0.5% 3 g/L BSA + 3 mL/L érythrocytes de
mouton ESSAI 2: 7,000 0,00
La méthode est validée si la différence est < 0.5 log.
d) Essai d'inactivation de référence en formaldéhyde 0,7%
Titre viral (lag DICTs0) Réduction du titre viral (log DICTse)
Suspension virale témoin 7,000
Essai d'inactivation 5 min 6,625 0,375
Essai d'inactivation 15 min 6,000 1,000
Essai d'inactivation 15 min 5,500 1,500

La validation des essais est effective si la réduction du titre viral entre la suspension témoin et la suspension soumise au formaldéhyde
est comprise entre -0,5 et -2,5 log aprés 30 min. La réduction est de 1,500 log aprés 30 min et les conditions de la norme sont donc

remplies.

Editor Supervisor
Ms Emilie CANTREL, laboratory technician Mrs Stephanie MOROT-BIZOT, Director
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6. ESSAIS PROPREMENT DITS — CALCUL DE I’ACTIVITE VIRUCIDE

Page 5 sur 12

ESSAI I - La suspension virale témoin a une concentration de _7.000 log DICTsq.

1 min 3,625 3375
F010435V4 0,5% 5 min 20°C 2,750 4,250
10 min 2,500 4,500

Les concentrations testées de produit sont virucides si la réduction du titre viral est supérieure ou égale a 4,0 log.

ESSAI 2 - La suspension virale témoin a une concentration de 7,000 log DICTs,.

propurr | Coeeimion | Tomsde | pompiruur | Tl | Réducion s
1 min 3,750 3,250
F010435V4 0,5% 5 min 20°C 2,625 4375
10 min | 2,500 4,500

Les concenirations tesiées de produit sont virucides si la réduction du titre viral est supérieure ou égale & 4,0 log.

7. VERIFICATION DE LA METHODOLOGIE

Les essais ont &€ validés selon la norme européenne EN 14476+A2:

¢ Le titre de la suspension virale d'essai est suffisamment important pour permettre une observation de réduction de 4 log

aprés essais; il est de 7,000 log DICTsg pour ["herpés virus

¢ La différence des titres entre témoin viral et virus de référence dans l'essai d'inactivation est comprise entre -0.5 et -2.5

apres 30 min; la différence est de 1,500 log aprés 30 min d’inactivation par le formaldéhyde pour I’herpés virus.

e Le produit testé n’affecte pas significativement la morphologie des cellules.

e Les conditions d’essai en conditions de saleté n’affectent pas 'infectivité du virus

o Le produit testé ne réduit pas la sensibilité des cellules :

e les titres de virus mis en contact avec les cellules traitées avec le produit et les cellules non traitées ont une différence

inférieure 4 1,0 log (la différence est de 0,250 log).

Editor

Supervisor

Ms Emilie CANTREL, laboratory technician

Mrs Stephanie MOROT-BIZOT, Director
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Etude n °: 233D33-2019-14
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8. CONCLUSION

Les essais réalisés sur le produit F010435V4 ont démontré :

—  Que le produit F010435V4 employé & 0,5% finaux a une activité virucide sur I’herpés virus selon la méthodologie

de la norme NF EN 14476+A2, pour 5 min de contact 2 20°C, en conditiens de saleté.

9. ANNEXE TECHNIQUE 1
Lignée cellulaire : cellules VERO (RD-Biotech ref. 84009, lot n°11 0118-110V)

Souche virale ; herpes virus type 1 (ATCC ref. VR-260, lot n°58167228)

Tampons et milieux de culture:

—  Tampon PBS: chlorure de sodium, Panreac, réf. 141659.1211, lot n® 0000204679; sodium phosphate dibasic, Sigma
Aldrich, réf. 85136, lot n° BCBC7067V; sodium phosphate monobasic, Sigma Aldrich, réf. 85011,

1019K01021V
—  MEM media, Sigma Aldrich, réf. 0268, lot n° 040M8301
—  DMEM media, Sigma Aldrich, réf. D5796, lot n° RNBB9336

_  Sérum de veau feetal, Sigma Aldrich, F7524, lot n® 098K 3397

Réactifs:
_  Sérum albumine bovine en poudre, Sigma Aldrich, réf. 05479, lot n° STBB7838V

Solution d’inactivation :

_  Formaldéhyde, Sigma Aldrich, réf. F-1635, lot n° BCBB3510

Editor Supervisor
Ms Emilie CANTREL, laboratory technician Mrs Stephanie MOROT-BIZOT, Director
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Tableau Al - Titrage de I’herpés virus, selon la méthode de Spaerman-Kéirber:

Log TCIDsy = 7,000

Dilution (- log) Résultat % résultats positifs
-3 44444444 100
-4 44444444 100
-5 44444444 100
6 44444444 100
-7 44440000 50
-8 00000000 0
-9 00000000 0
-10 00000000 0
Somme des % de cultures positives 450,0
Editor Supervisor
Ms Emilie CANTREL, laboratory technician Mis Stephanie MOROT-BIZOT, Director
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Graphique
ESSAI'1

=$=F010435V4

| 7 —K-
j ﬂ =f=formaldehyde
1 6 -

wt==témoin viral + PBS
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i
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|
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ESSAI 2
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|
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Tableau A2 — Tableau de résultats du produit FO10435V4 soumis a essai contre I'herpés virus en conditions de

Page 9 sur 12

saleté
Produit Concentration .SUbStaHCB Niveau_ qg Lol gt
interférente | cytotoxicité| 0 1min | 5min |15 min |30 min | 60 min
- 3 g/I BSA + 5 min
FUIMISVE [ .5m cémm 1,000 | 7,000 | 3,625 | 2,750 | 2,500 | N.T. | N.T.
easal 1 érythrocytes R=425
3 g/l BSA + 5 min
FOL0435V4 1| 4 50% e 1,000 | 7,000 | 3,750 | 2,625 | 2,500 | N.T. | NT.
essai 2 érythrocytes R=4375
Formaldéhyde
) 0,70% PBS 2,000 | 7,000 | N.T. | 6,625 | 6,000 | 5,500 | N.T.
Essai 1
Formaldéhyde| o 700 PBS 2250 | 7,000 | N-T. | 6,500 | 6,000 | 5,500 | N.T.
Essai 2
Témoin
infectivité N.A. PBS N.A. 7,000 | NT. | NT. | NT. | N.T. | 7,000
Essai 1
Témoin
infectivité N.A. 3 g/l BSA N.A 7,000 | NT. | NT. | NT. | N.T. | 7,000
Essai 1
Témoin 3g/IBSA+
infectivité N.A. 3ml/l N.A 7,000 | NT. | NT. | NT. | N.T. | 7,000
Essai 1 éry‘[hrocytes
Témoin
infectivité N.A. PBS N.A 7,000 | NT. | N-T. | NT. | N.T. | 7,000
Essai 2
Témoin
infectivité N.A. 3 g/l BSA N.A 7,000 | NT. | NT. | NT. | N.T. | 7,000
Essai 2
Témoin 3 g/l BSA +
infectivité N.A. 3mll N.A 7,000 | N.T. | NT. | N.T. | N.T. | 7,000
Essai 2 érythrocytes
Sensibilité N.A. nocile;zil'?(jes L0
des cellules 10-2
au virus N.A. Cei.lu’les 6,750
traitées ’
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Etude n °: 233D33-2019-14
Client : FRANKLAB

Tableau A3 — Résultats bruts ESSAI 1

Page 10 sur 12

' T TCI“HPS Dilutions
Concentration e de
contact | ! -2 -3 -4 52 -6 = =4 d
- 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
mi
U1 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
| 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
yghpih ] S0
g 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
F010435V4 0,50% 3ml
érythrocytes | 10 min 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Témoin | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
viral | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
3 g/l BSA + 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
F010435V4 0,50% 3 ml N.A.
érythrocytes 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
; 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
Formaldéhyde 0,70% PBS 15
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
7 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
, 4444 | 4444 | 0000 | 0000
Formaldéhyde | 4 750, PBS | NA NT. | NT. | NT. | NT. | NT.
(cytotoxicité) 4444 | 0000 | 0000 | 0000
; 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
Témoin viral NA - 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
infectivité o & 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
. 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
o 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
Témoin viral NA 3 g/l BSA
infectivité i 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
o 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
Témoin virl - 3y g?nSIA + 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
infectivité érythrocytes - 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
Editor Supervisor
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Etude n ©: 233D33-2019-14
Client : FRANKLAB Page 11 sur 12

Tableau A4 — Resultars bruts ESSAI 2

Concentration isyebr;éi:rc;e Tecflrelps . 5 3 ” D1lut510ns . - " 5
contact - = E B E k - K B
| 4444 | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
bmin | gas | 4444 | 2444 | 0000 | 0000 | 0000 | o000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
3g/IBSA +| 5 min 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
F010435V4 0,50% 3ml
érythrocytes| o 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Témoin | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
viral | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
3g/1BSA+ 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
F010435V4 0,50% 3ml NA.
érythrocytes 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
: 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
| 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 2444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
Formaldetiys UrbH REa D gaaq | 4444 | 2444 | 2444 | 4224 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
) 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
30 1 4aaa | 2444 | 2444 | 2444 | 2444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Formaldéhyde |, 50, PBS | N, | S| 4 0000 0000 o or | N | N | N | N
(cytotoxicité) 4444 4400 0000 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
Témoin virel - - 0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
infectivité o 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
0 | yaaa | 2444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4422 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
Témoin viral " 5 L BSA ’ 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
infectivité = 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
50 444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
Témoin viral - 3 g/; E:nSlA + 0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
infectivité o érythrocytes i 4444 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 4444 0000 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
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Etude n °; 233D33-2019-14
Client : FRANKLAB

Tableau A5 - Sensibilité des cellules a I’herpés virus:

Page 12 sur 12

) S Substance Dilutions
Produit Dilution P ) 3 4 3 6 -7 -8 -9
Cellules non 4444 4444 4444 | 4444 | 4444 | 4444 0000 0000
3 - traitées 4444 4444 4444 | 4444 | 4444 | 0000 0000 0000
F010435v4| 102 | 3@1BSA+3
ml érythrocytes Cellules 4444 4444 4444 | 4444 | 4444 | 4400 0000 0000
traitées 4444 4444 4444 | 4444 | 4444 | 0000 0000 0000
Editor Supervisor
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