Procés-verbal N° 17-07
Digitally signed by Bunic Gheorghe ’
Date: 2023.11.07 21:37:35 EET
Reason: MoldSign Signature |

Location: Moldova PROCES_ BAL NORME EN 13624 (2013)

Laboratoire ayant réalisé I’ essai Client

Laboratoire d’Hygi¢ne 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

i fon s 1 o vote N 1 S S ey DDN-9
FaOriCaNt e Franklab
Diluant du produit dont I"utilisation est recommandée par le fabricant : ________Eau potable (Produit utilis¢ dilug)
3 orcii: 10 Ll el CV I g B 3 o S ey Non spécifié
Date de lIVEalson AU PrOdUI s eeveseesessmmmossesmeisessSEE e R 08/02/2017

Date de péremption &2 Non renseigné
Periode A analySe (e Du 22/02/2017 au 27/02/2017

Résultats d’essai (Répétition n°1)
EN : 13624 (Phase 2, étape 1)
§afar 10t Gage 1 111 U RO VRNV SURURRREe s o RPN )0 . ')

O e T .2
B I e DIONKTED
PR U BN £ e eeemeeeeeon oo ersaensn e s s am e nmen ot S Liquide. incolore
Conditions de stockage (température, etc.): ... ... ] Obscurité, température ambiante

Méthode par dilution-neutralisation:

Fhiosulfate de sodium ::5g. Baupurifice 1asn, We...........ooreconensonsnenenssssissssimsssstsssmaimsmmmsmseaei
GEIOSEMHIISEER, . .\ oo enesssnamsasssmensassmassasszamminenssas iR S A GEM Sans peptone
818 |o gt ahi doa s T T 20°C £ 1°C
Substances interférentes : ... Conditions de Saleté (BSA 3 /L 1= GRm. 3ml/L)
SOURHed SBAIY s essesemamsssansan e T Candida albicans IP 48.72
Température d’ incubation : . 30°C £ 1°C
Date de I eSSal | .R22002/2017
Diluant utilis¢ pour les solutions d’essai du produit: ] Eau dure
Aspect des dilutions du produit: ... Liquide, incolore
Aspect du produit lors de essai:_______ .. S, Absence de précipité

Page 1 sur 5

Fivi. EN1362Y_ 04 200>



Proces-verbal N° 17-07

Validation et témoins

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

Ve 58 - Ve 54 _ Ve 71 _ Ve 67 —

Ve o | X7 64 [v, 71 X =63 [V, 47 =39 Vs 56 X=62

30<xde N, <1602 | xde Aest20,5%xde | X deB=0,0005xN,, | x de Cest 20,5% X de
Nio? Oui Non Nyo?

Oui| X | Non Oui| 5 | Non X Oui X Non

E"”’N“Sp;‘;gi_g’“ desvalivanion. |'ps | &6 | 30<x de N,, /1000 <160 »

vBJs e

Ve 70 X =75 | Ouj X Non

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

Comme indiqué dans la norme, la concentration du produit utilisée pour valider la norme est la concentration la
plus élevée étudiée soit ici 1%.

Suspension d’essai et Essai

. : N | Vo | Ve | N=(286+312 +40 + 35)/2,2x10° = 7,49 log
uspension B C
. TE 386 1 313 NomN/lO—G,.ﬁi()log
d’essai No est compris entre 6,17 et 6,70 Oui Non
(NetNo) | 10 | 40 | 35 X
Concentration
Facteur de _ log R
/temps de o Ve Vo N.= x x10 Log Na
dilution (No = 6,49)
contact
1% 10° 0 0
<140 <2,15 >4,24
5 minutes 107! 0 0
0,5% 10° 0 0
<140 <2,15 >4,24
5 minutes 10! 0 0
0,25% 10° 100 95
. 975 2,99 3,40
5 minutes 107! 10 13
0,125% 10° Inc Inc
_ >66000 >4,82 <1,57
5 minutes 107 >660 >660

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= [(286 + 312) /2] / [(40 + 35) /2] = 7,97
7,97 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 4 log.

V' Absence de précipité lors de I’essai.
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Procés-verbal N¢ 17-07

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

O AU P O DDN-9
o OO TUREUOUTE . 1
FabriCant o Franklab
ASPECt AU PrOUUIL Liquide, incolore
Conditions de stockage (température, etc.) ] Obscurité, température ambiante

Méthode par dilution-neutralisation:

Raisons du choix de la méthode : Méthode recommandée par la norme EN 13624

Gélose Utilise 1 GEM Sans peptone
T empPratUre A S aT L 20°€ £:1°C
Substances interférentes : ! Conditions de saleté (BSA 3 ¢/L + GRm 3ml/L)
Souche d’essai e Candida albicans IP 48.72
Température A INCUDAtION & s0cE1C
Date de IeSSai 1 221022017
Diluant utilisé pour les solutions d’essai du produit: ] Eau dure

Aspect des dilutions du produit: o Liquide, incolore

Aspect du produit lors de "essai: Absence de précipité
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Procés-verbal N° 17-07

Validation et témoins

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

Vel 44 | _ Ve 31 _ Ve 28 _ Vel 21 _

Vo 35 x =40 [y, 7 X =27 [V, 31 x=30 v, 25 =23

30<xde N, <1602 | xde A est205xxde | X deB>0,0005xN,, | x deCest =0,5%xde
Nyo? Oui Non Nio?

Oui| X | Non Oui X Non X Qui 4 Non

f’N”SP)e‘;;‘_?“ dewalidation | w | 28 | 30<x de N,, /1000 <160 2

vB), 1U™ - y

Ve, 34 X =31 | ouj X Non

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

Comme indiqué dans la norme, la concentration du produit utilisée pour valider la norme est la concentration la plus
¢levée étudice soit ici 1%.

Suspension d’essai et Essai

N Vel Vo N=(154+151+20+13)/2,2x10‘5:7,1910g
Suspension 65 | 154 | 151 No =N/10=6,19 log
d’essai No est compris entre 6,17 et 6,70 Qui N
(N et Ng) 10% 20 13 X
Concentration Toe D
; 5 Facteur de - - _ o og
temps de 2 N.= xx10 og N,
R dilution o ‘ X - (No = 6,19)
contact
1% 10° 0 0
<140 <P.1S >4,04
5 minutes 10! 0 0
0,5% 10° 0 0
<140 Z2.15 >4,04
5 minutes 10! 0 0
0,25% 10° 38 40
390 2,59 3,60
5 minutes 10! 7 4
0,125% 10° Inc Inc
>66000 >4,82 <1,37
5 minutes 107! >660 >660

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

Contrdle des moyennes pondérées : D= [(154 + 151) /2] / [(20 + 13) /2] = 9,64
9,64 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 4 log.

v" Absence de précipité lors de I’essai.
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Procés-verbal N° 17-07

Conclusion
Des tests ont été effectués sur la souche référencée Candida albicans IP 48.72. Les essais ont été effectués
une fois. La réduction avec la souche d’essai C.albicans en 5 minutes a 0,5% est de 1,38.10" soit 4,14 log.
Conformément a la norme EN 13624 (2013), le lot 5487 du produit DDN-9, lorsqu’il est concentré a 0,5%
(V/V) dans de I’eau dure (Produit utilisé dilué), présente une activité levuricide en 5 minutes a 20°C, dans les
conditions de saleté (BSA 3g/L + GRm 3ml/L), vis-a-vis de la souche référencée Candida albicans pour une

activité de désinfection d’instruments.

Clermont-Ferrand, le 28/03/2017. & \ Pr. O. TRAORE
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Etude n°140D10-2015-07 DDN9 1/9

RAPPORT D’ESSAI

DETERMINATION DE I’ACTIVIE LEVURICIDE DU
PRODUIT DDN9 SELON LA NORME EN 14562

Pour: FRANKLAB

3 AVENUE DES FRENES A
78180 MONTIGNY-LE-BRETONNEUX / A Ex ;
Bio Selntiomns
oy > 2 y @"{é’:

Demande d'essai du: 12/05/2015 - lq_mendg FRRC

Références du dossier d'analyses: n® n°140D10-2015-07

ESSAI DE LEVURICIDIE:

Selon la méthodologie de la norme européenne NF EN 14562 (Septembre 2006) — antiseptiques et
désinfectants chimiques — essais quantitatifs de porte germes pour I’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
APE; JSOLUTIONS A | -
18 n SAVARY / J/ X
) angol | /1 /
Tél: 0 { 10381255351\ =] M ka\
. \_/|
Ne /
1517860532 /

18, rue Alain SAVARY -« 25000 Besangon * Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51* SARL « RCS BESANCON * N°
SIRET 51786053200012 e N° TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-07 DDN9 2/9

SOMMAIRE

— LABORATOIRE AYANT REALISE LES ESSAIS

— IDENTIFICATION COMPLETE DE L’ECHANTILLON

— CONDITIONS EXPERIMENTALES

— VALIDATION DE LA METHODE ET RESULTATS PROPREMENT DITS
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— FEUILLES DE RESULTATS

— ANNEXE TECHNIQUE
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Etude n°140D10-2015-07 DDN9

1. LABORATOIRE AYANT REALISE LES IDENTIFICATIONS

APEX BIOSOLUTIONS
18, rue Alain SAVARY
25000 BESANCON
FRANCE

2. IDENTIFICATION DES ECHANTILLONS

Echantillon N° ot

DDN9 4227802

Echantillons regus au laboratoire le 22/05/2015.

Date limite d'utilisation optimale: non précisé

Fabricant: FRANKLAB

Date de fabrication: non précisé

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

Aspect: liquide transparent

Diluant préconisé par le fabricant: eau potable.

Période de I'étude: du 28/05/2015 au 03/06/2015

3. CONDITIONS EXPERIMENTALES

e Concentrations du produit soumis a l'essai : 0.5%

e Me¢thode employée: EN 14562
e Temps de contact: 10 minutes, 15 minutes et 60 minutes

e Température d'essai: 20°C

3/9

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 Souche utilisée : Candida albicans CIP 48.72 lot 265.09

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°140D10-2015-07 DDN9 4/9

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

e Technique d'arrét de l'action levuricide: transfert du porte germe dans 10 ml de neutralisant a base
de polysorbate 80, de saponine et de jaune d’ceuf (composition en annexe).

4. RESULTATS PROPREMENT DITS

Voir feuilles de résultats.
SYNTHESE RESULTATS

Le produit DDN9 est bien actif vis-a-vis des souches de référence utilisées, car la réduction moyenne
obtenue est supérieure a 4 log pour les cellules bactériennes viables :

—  Pour C.albicans, R > 4,15 4 0,5% de produit, 15 min de contact

5. CONCLUSION

Conformément a la norme EN 14562 (Septembre 2006), le produit DDNY lot n°4227B02:

- a une activité levuricide sur la souche de référence lorsqu’employé a 0,5%, pour 15 min de
contact a 20°C, en conditions de saleté (3 g/l d'albumine bovine finaux + 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 e N° TVA intra FR 23517860532 - info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-07 DDN9 5/9

FEUILLE 1 DE RESULTATS DES ESSAIS EN CONDITIONS DE SALETE
Candida albicans (essai)

Norme employée: EN 14562, phase 2 étape 2
Nom du produit : DDN9
N° de lot: 4227B02
Méthode par dilution-neutralisation ¥ dénombrement en profondeur
dénombrement en surface
X nombre de boites/ml : 1
Neutralisant : polysorbate 80 (30 g/1) ; saponine (30 g/1), 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 lI'essai  140D10-2015-07 Date de l'essai : 02/06/2015

Personne responsable : Stéphanie MOROT-BIZOT Signature :

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

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 50 X 50 X 48 X 46 X
Vc2 51 50,5 51 50,5 47 47,5 45 45,5
30 <X de Nv0 <160 X de A est 20,5 x X de NvO % de B20,5xX de NvO Xde C20,5x¥Xde Nv0
X oui onon X oui cnon XO0oui Onon Xoui gnon

18, rue Alain SAVARY 25000 Besangon « Tel: 03.81.25.09.04 « Fax: 03.81.25.53.51* SARL * RCS BESANGCON + N°
SIRET 51786053200012 ® N° TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com

Covi_ ENVUUSE? -~ Cdr cano — e - M. 2lS



Etude n°140D10-2015-07 DDN9

Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai (N) logN N
10 224 212 8,35 |2,24.108
107 25 26

8,17 < log N < 8,70?

X oui Onon

Vérifications de la méthodologie:

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

Témoin eau (Nw) log Nw
i 1 190 201 6,29
6,15 < log Nw < Ig N-1,3?
X oui Onon
Essais a 0,50%

10 min 15 min 60 min
10° 30 39 18 12 0 0
10" 6 4 2 1 0 0
10* 0 0 0 0 0 0
102 0 0 0 0 0

log Na 2,54 2,18 <2,15

log R =log Nw - lo,
e Bl 3,75 4,12 >4,15
Légende .

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

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

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

Na = nombre d’UFC/ml des survivants aprés essai
R =réduction (lg R = lg Nw — Ig Na)

6/9
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Etude n°140D10-2015-07 DDN9 7/9

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

Norme employée: EN 14562, phase 2 étape 2
Nom du produit : DDN9
N° de lot: 4227B02
Méthode par dilution-neutralisation ¥ dénombrement en profondeur
dénombrement en surface
[ nombre de boites/ml : 1
Neutralisant : polysorbate 80 (30 g/l) ; saponine (30 g/l), jaune d’ceuf frais (5%).
Température d'essai : 20°C.
Substance interférente : albumine bovine & 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  140D10-2015-07 Date de I'essai : 03/06/2015

Personne responsable : Stéphanie 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 neutralisant Validation de la
validation NvO expérimentales A B méthode C
Vel 59 X 57 X 55 X 54 X
Vc2 63 61 60 58,5 55 55 60 57
30 £ X de Nv0 <160 ¥ de A est 20,5 x X de NvO ¥ de B =0,5x X de Nv0 Xde C20,5xXde NvO
Xoui onon X oui 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 » N° TVA intra FR 23517860532 « info@apexlabo.com
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Etude n°140D10-2015-07 DDN9

Suspension d'essai et essai

Suspension d'essai (N) log N N
10° 234 230 8,37 |2,34.10°
107 25 21

8,17 <log N £8,70?
X oul anon

Vérifications de la méthodologie:

- N est compris entre 1,5 x 10° UFC/ml et 5,0 x 10® UFC/ml
- Nw est compris entre 1,4 x 10° UFC/ml et Ig N-1,3
- Nv0 est compris entre 30 et 160 UFC/ml
- A, B et C sont égaux ou supérieurs a 0,5 x Nv0
- Le quotient des dénombrements moyens pondérés est compris entre 5 et 15

Témoin eau (Nw) log Nw
10° | 201 [ 223 6,33
6,15 < log Nw < Ig N-1,3?
X oui onon
Essais a 0,50%

10 min 15 min 60 min
10° 41 39 10 12 0 0
10"t 5 3 1 1 0 0
10* 0 0 0 0 0 0
103 0 0 0 0 0 0

log Na 2,60 <2,15 <2,15

log R = log Nw - log Na 3,72 >4,18 >4,18

Légende :

V¢ = dénombrement par ml
X = moyenne de Vcl et Vc2

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

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

Na = nombre d’UFC/ml des survivants apres essai
R = réduction (Ig R = lg Nw — lg Na)

8/9
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Etude n°140D10-2015-07 DDN9 9/9

ANNEXE TECHNIQUE

Milieux de culture utilisés, stérilisés par autoclavage :
GEM (Gélose a I"extrait de Malt), Dominique DUTSCHER, réf. 777304, lot n°301031

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, lot n® 091229 ----neneeuvmx - 1,00 g/l
—  Chlorure de sodium, MOLECULAR BIOLOGY, ref n° 19032391, lot n® 808211----8,50 g/I

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

NEUTRALISANT

Ingrédients par litre d'eau distillée:

Polysorbate 80, SIGMA ALDRICH, réf. 59924, lot n® BCBJ6978V -----memmeemameee- --- 30g
Jaune d'ceuf frais T — -- - 50 ml
Saponine, Analytic Lab, réf. 84510, lot n® BCBL6449V e -- - 30¢g
Tampon PBS 0,25 M, Dominique Dutscher, réf. 091591, lot n® 903711 = —ccemmmcmememee s q.s.pll

Stérilisé par filtration sur filtre 0,45 um ; pH a4 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, réf. M8266, lot n° 108K0068, SIGMA ALDRICH
- CaCl2 anhydre, réf. C1016, lot n® 059K0030, SIGMA ALDRICH

Solution B: - NaHCO3, réf. S6014, lot n°059K0052, 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°
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RAPPORT D'ESSAI

DETERMINATION DE L'ACTIVITE VIRUCIDE VIS-A-VIS DU
VIRUS DBV (MODELE HCV) DU PRODUIT DDN 9

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°061D04-2017-01

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 I’hépatite C, d'un échantillon de produit
désinfectant, le produit DDN9.

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

Date d'émission : 09/05/2017

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

18, rue Alain SAVARY - 25000 Besangon = Tel: 03.81.25.09.04 = Fax: 03.81.25.53.51® SARL au capital de 10 000 € = RCS
BESANCON = N° SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 = info@apexlabo.com

v, - EWIUWYIC. O3 .26



Etude N° 061D04-2017-01 2/13

SOMMAIRE

L. LABORATOIRE AYANT REALISE LES ESSAIS

2 IDENTIFICATION COMPLETE DES ECHANTILLONS

3. CONDITIONS EXPERIMENTALES

4. VALIDATION DE LA METHODE

5, ESSAIS PROPREMENT DITS — CALCUL DE L’ACTIVITE VIRUCIDE
6. VERIFICATION DE LA METHODOLOGIE

¥ CONCLUSIONS

8. ANNEXES TECHNIQUES

18, rue Alain SAVARY - 25000 Besangon = Tel: 03.81.25.09.04 » Fax: 03.81.25.53.51® SARL au capital de 10 000 € = RCS
BESANCON = N° SIRET 51786053200012 = N° TVA intra FR 23517860532 = info@apexlabo.com

Fivi - ERN UG- 0F . 20i)



Etude N° 061D04-2017-01 3/13

1 LABORATOIRE AYANT REALISE LES ESSAIS

APEX BIOSOLUTIONS
18, rue Alain SAVARY
25000 BESANCON
FRANCE

2 IDENTIFICATION COMPLETE DES ECHANTILLONS

DDN 9

Numéro de lot: n° 5592

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 incolore

Diluant préconisé par le fabricant: eau potable

Date de réception au laboratoire: 18/04/2017

Période de I'étude: 19/04/2017 au 09/05/2017

3 CONDITIONS EXPERIMENTALES

Température d'essai: 20°C + 1°C

Méthode de titrage: virus titré en log DICT s,

Temps de contact: 5 minutes, 15 minutes 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 I'action virucide: a froid

Titre viral :

Titrage par effet cytopathique de la suspension virale d’essai du virus DBV (calculé selon la méthode de Spearman-
Kérber) = 7,00 log DICTs.
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4 VALIDATION DE LA METHODE

a) Méthodologie

Le produit DDN 9 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

Bilutionyprodiiit cellules non traitées cellules traitées viral (log DICTs)

DDN 9 107 7,000 6,625 0,375

La différence de titre viral doit étre inférieure a 1,0 log. Le produit DDN 9 testé & la concentration indiquée ci-dessus ne montre

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

)] Validations de I’efficacité de I’arrét de I’activité du produit DDN9:

Concentration Substances interférentes Titre de virus (log DICTs5) Différence avec la
du produit suspension virale
d’essai
DDN 9 3 g/l de sérum albumine bovine + 3 Eaaal 1L 2o
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 DICTs)
Suspension virale témoin U125 Redu((:lt;(;nD(lliét{tsz;a 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.
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- ESSAIS PROPREMENT DITS - CALCUL DE L’ACTIVITE VIRUCIDE

Essai 1

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

PRODUIT Concentration Temps de Température de | Titre aprés essai Réfluctign du
(v/v) contact contact (log DICTs) titre viral
5 min 5,730) 1,375
DDN 9 0,5% 15 min 20°C 3,000 4,125
60 min 2,500 4,625

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 7,125 log DICTs,.

PRODUIT Concentration Temps de Température de | Titre apres essai Réfiucti(?n du
(v/v) contact contact (log DICTsp) titre viral
5 min 5,750 1,375
DDN 9 0,5% 15 min 20°C 3,000 4,125
60 min 2,500 4,625

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 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 apres essais; il est de 7,0 log DICTs, pour le virus DBV.

o 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 logs aprés 30 min d’inactivation par le formaldéhyde pour
le virus DBV.

o 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 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 0,375 log).
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° La différence de titre entre I'essai de suspension virale et le contréle de l'efficacité de l'arrét de l'activité du

produit DDN 9 est inférieure a 0,5 log (0,125 log DICTs, essai 1 et 0,125 log DICTs, essai 2)

7 CONCLUSION

Les essais réalisés sur le produit DDN 9 lot n° 5592 ont démontré:

. que le produit DDN 9 employé a 0.5 %, a une activité virucide sur le virus DBV, (et donc par extension

sur le virus de I’hépatite C) selon la méthodologie de la norme NF EN 14476+A1, pour 15 minutes de contact a

20°C, en conditions de saleté.
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ANNEXE 1

Lignée cellulaire utilisée : cellules BT (ATCC réf. 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°® 040M8301
- 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: - 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 apres filtration: 7,0 + 0,2 4 25°C.
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ANNEXE 2
Tableau Al - Titrage du virus DBV par effet cytopathique, par la méthode de calcul Spaerman-Kérber :

log DICTso = 7,0

Dilution (- log) Résultat % résultats positifs
-3 44444444 100
-4 44444444 100
-5 44444444 100
-6 11112222 100
-7 10110100 50
-8 00000000 0
-9 00000000 0
-10 00000000 0
Somme des % de cultures positives 450
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Figure 1 —représentations graphiques des résultats des essais :

Essai 1

El;og DICT,,

=¢=DDN 9 5 min

7 4\ - - " ==<==DDN 9 15 min

6 == DDN 9 60 min

’ \\ @ témoin viral + BSA
\\ —f— témoin viral + BSA +

4 érythrocytes

2

e & " \\A
1 ~
0 T T 1

0 5min 15 min 60 min

Essai 2
log DICT,,
8
=4=—DDN 9 5 min

71 ® ® ¢ e DDN 9 15 miin
6 == DDN 9 60 min

" \ —o— témoin viral + BSA
\\ == témoin viral + BSA +
érythrocytes

2
™
Y 24— s A
1 iy
0 T T T 1
0 5 min 15 min 60 min
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Tableau A2 — Tableau des résultats du produit DDN 9 et du virus DBV dans des conditions de saleté (3 g/l BSA + 3
ml érythrocytes)

Produit Concentration substance inter- niveau de L Réduction
© férente cytotoxicité 0 5 ] 5 39 69
min | min | min | min
R 15 min=
4,125
DDN 9 essai | 0,50% n?lge/;y?hsx'?c;tzs 1,5 7,125 5,75 3 N.T.| 2,5
3 o/l BSA + 3 R 15 min=
DDN 9 essai 2 0,50% m]gé/ rttrouyes 1,5 Ti551595 | 3 |NT. | 2.5 4,125
Formaldéhyde 0,70% PBS 2,375 7,12516,625| 6 575 | N.T:
N.A. PBS N.A 7 N.T. [ N.-T. [ N.T. 7
contréle d'infecti- N.A. 3 g/l BSA N.A 7 N.T. | N.T. | N.T. 7
vité essai |
N.A. B BEA 43 N.A 7 |NT.|NT.[NT.| 7
ml érythrocytes
N.A. PBS N.A 7 N.T. [N.T. [N.T. | 7,125
contrdle d'infecti- N.A. 3 ¢/l BSA N.A 7 N.T. [ N.T. | N.T. 7
vité essai 2
3 g/| BSA +3
N.A. ml érythrocytes N.A 7 N.T. | N.T. | N.T. )
DDN 9 N.A cellules non {0 -\ | NT | NTL | 7
sensibilité des ' traitées )
cellules au virus ;-
107 NA. c"'”‘iiss”a‘ NT. [NT. [NT. | NT. | 6,625
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Tableau A3 — Données brutes pour le produit DDN 9 avec 3 g/l BSA + 3 ml érythrocytes soumis a essai contre le

virus DBV (titrage par effet cytopathique ; 8 puits)

11/13

Essai 1
Concentratior substance interfé- | temps de con- Dilutions
rente tact -1 23 3 -4 -5 -6 =g -8
- 4444 1444411111 ] 0000 [ 0000 {0000 | 0000 | 0000
min
3 g/l BSA + 4444 | 444410000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000 [ 0000
3 ml érythrocytes 444414444 (4444 14444 14444 (2111 (1111|0000
contrdle viral
444414444 14444 | 4444 14444 | 1111 [ 1000 | 0000
DDN 9 essai | 0,50% - 444414444 11111]0000 [ 0000 [ 0000 [ 0000 | 0000
min
444414444 10000 | 0000 [ 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
3 g/ BSA
contréle 4444 14444 14444 | 4444 (4444 1211111110000
viral 4444 14444 | 4444 14444 (4444 | 1111|1000 | 0000
DDN 9 essai 1 4444 (0000 | 0000 | 0000 [ 0000 [ 0000 | 0000 [ 0000
0,50% 3 ¢/I BSA + N.A.
cytotoxicité ’ 3 ml érythrocytes 444410000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
3 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1133 [ 1221 | 0000
NA. PBS 4444 14444 14444 14444 1 4444 {3111 [ 0000 | 0000
i 4444 14444 14444 | 4444 (4444 [ 1111 (1111|0000
4444 (4444 | 4444 | 4444 [ 4444 (3331 | 0000 [ 0000
3 4444 (4444 14444 | 4444 14444 [ 1112|2112 (0000
cor_ltréle viral 4444 (4444 |1 4444 | 4444 | 4444 (2311 | 0000 | 0000
d'infectivité N.A. 3 g/l BSA
%0 4444 14444 14444 | 4444 14444 1 1112|1111 | 0000
4444 14444 (4444 (4444 | 444411332 | 0000 | 0000
5 4444 14444 |1 4444 14444 14444 (11111111 {0000
- 3 g/l BSA + 4444 | 4444 | 4444 | 4444 [ 4444 | 1121 | 0000 | 0000
o 3 ml érythrocytes - 4444 14444 | 4444 |1 4444 14444 11113 | 1110|0000
444414444 | 4444 |1 4444 1444411122 | 1000 | 0000
g 4444 14444 14444 | 4444 14444 11122 | 1000 [ 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 12222 [ 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 14444 123321111 {0000 | 0000
Formaldéhyde 0,70% PBS 15
4444 | 4444 | 4444 |1 444412222 10000 [ 0000 [ 0000
50 4444 (4444 14444 | 444411221 [ 0000 | 0000 | 0000
4444 14444 | 4444 14444 | 11111100 | 0000 | 0000
; 4444 11111 (0000|0000 | N.T. | N.T. | N.T. | N.T.
Formaldc?h.yc’ie 0,70% PBS N.A.
(cytotoxicité)
4444 1111000000000
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Essai 2
Dilutions
Concentration | substance interférente | temps de contact
Al 23|45 6]|-72]-8
6 8 4444|4444 11110000 [ 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
min
3 ¢/I BSA + 4444 [ 4444 [ 0000 [ 0000 [ 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
3 ml érythrocytes . |4444[4444 (4444 (4444 (44441333 | 11110000
contrdle viral
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 [ 1111 [ 1000 [ 0000
DDN9essai2|  0,50% _y 4444 | 4444 [ 11110000 [ 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
min
4444 | 4444 [ 0000 | 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
3 g/l BSA
contréle 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 1122|1111 [ 0000
viral 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 [ 2222|0000 | 0000
DDN 9 essai 2 0,500 3 g/l BSA + i 4444 [ 0000 [ 0000 [ 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
cytotoxicité e 3 ml érythrocytes o 444410000 [ 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000 [ 0000
; 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 2211|1111 {0000
NA. PBS 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444|2211 [ 0000 [ 0000
& 4444 [ 4444 | 4444 | 4444 | 4444 (2211|1111 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 [ 4444 12221 1000 | 0000
. 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444|2111 1111 [ 0000
contréle viral _ 4444 | 4444 | 4444 | 4444 [ 4444 [ 1111{0000 | 0000
d'infectivité N.A. 3 g/l BSA
a5 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 [ 1111 {0000
4444 | 4444 [ 4444 | 4444 | 4444 | 11110000 [ 0000
0 4444 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111|1111 {0000
R 3 ¢/l BSA + 4444 | 4444 | 4444 | 4444 [ 4444 | 1133|0000 | 0000
o 3 ml érythrocytes 60 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 (2112 11120000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 11110000 | 0000
5 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 2222 | 1000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 11220000 | 0000
15 4444 | 4444 | 4444 | 4444|3331 | 1111 [ 0000 | 0000
Formaldéhyde 0,70% PBS
4444 | 4444 [ 4444 | 4444 [ 11110000 | 0000 [ 0000
30 4444 | 4444 | 4444 | 4444|2221 [ 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 [ 11111100 | 0000 | 0000
N.A. 4444 1111|0000 [ 0000 | N.T. [ N.T. | N.T. | N.T.
Formaldéhyde |, 500, PBS
(cytotoxicité)
4444( 1110|0000 | 0000
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Validations avec autres concentrations testées :

dilutions

Concentration | substance interférente s de
contact =] b 3 -4 «5 -6 -7 -8
- 4444 | 4444 4444 4444 | 1111]1100 {0000 [ 0000

min
4444 | 4444 4444 4444 11110000 0000|0000

DDN9 |  0,50% 3 ¢/l BSA +

3 ml érythrocytes et 4444 | 4444 0000 0000 | 0000|0000 (0000|0000

min
4444 | 4444 0000 0000 0000|0000 |0000 (0000

temps de | L.og TCIDso
contact 0 5 min

Concentration | substance interférente Réduction

5min |7,125] 5,75 1,375 |inactive
3 g/ BSA +
3 ml érythrocytes

DDN 9 0,50%
60 min | 7,125 2.5 4,625 active

Sensibilité des cellules au virus :

Dilutions
-2 -3 -4 -5 -6 -7 -8
444414444 144441 2211 | 1111 [ 111110000
444414444 1444412222 | 1111[0000]0000
4444 (4444132221 111/ 1111|1000 | 0000
444414444 (22221 1111|1111 {0000 | 0000

Produit | dilution substance interférente

Cellules non traitées

DDN 9| 10° |3 g/ 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 DDN 9

Délivie a: MME CHAKCHOUK

Pour - FRANKLAB ‘f, AI Ex

3 AVENUE DES FRENES Bio Selutions
78180 MONTIGNY-LE-BRETONNEUX . o

fs monde ™' '

Demande d'essai du: 12/04/2017

Références du dossier d'analyses: n°061D04-2017-12

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 DDN 9.

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
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1 LABORATOIRE AYANT REALISE LES ESSAIS

APEX BIOSOLUTIONS
18, rue Alain SAVARY
25000 BESANCON
FRANCE

2 IDENTIFICATION COMPLETE DES ECHANTILLONS

DDN 9

Numéro de lot: n® 5592

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 incolore

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 a la
luciférase, Le protocole a été adapté pour permettre la mesure du titre viral par mesure de I’activité luciférase,
du fait de I’effet cytopathique trés discret et difficile a lire du VIH.

Temps de contact: 5 minutes, 15 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, 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 l'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 DDN 9 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)

T T Suspension virale sur | Suspension virale sur | Différence de titre
p cellules non traitées cellules traitées viral (log URL/mg)
DDN 9 10" 6,500 6,125 0,375

La différence de titre viral doit étre inférieure a 1,0 log. Le produit DDN 9 testé a la concentration indiquée ci-dessus ne montre

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

c) Validations de I’efficacité de I’arrét de ’activité du produit DDN 9:

Concentration Substances interférentes Titre de virus (log URL/mg)| Différence avec la
du produit suspension virale
d’essai
DDN 9 3 g/l de sérum albumine bovine + 3 Essal 1; 6,500 (000
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
Titre de virus (log URL/mg)
; ’ _ Réduction du titre viral
Suspension virale témoin 6,500
£ (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

Essai 1

5/13

ESSAIS PROPREMENT DITS — CALCUL DE I’ACTIVITE VIRUCIDE

La suspension virale témoin a une concentration de 6,500 log URL/mg.

PRODUIT Concentration Temps de Température de | Titre aprés essai Réf:luctic_m du
(v/v) contact contact (log URL/mg) titre viral
5 min 4,500 2,000
DDN 9 0,5% 15 min 20°C 2,375 4,125
60 min 1,375 5,125

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 t¢émoin a une concentration de 6,500 log URL/mg,

PRODUIT Concent;ation Temps de Température de | Titre aprés essai Ré(liucti(.)n du
(v/v) contact contact (log URL/mg) titre viral
5 min 4,500 2,000
DDN 9 0,5% 15 min 20°C 2,250 4,250
60 min 1,375 5125
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 réaliseés 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 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.

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 HIV. Les titres de virus mis en contact avec les
cellules traitées avec le produit et les cellules non traitées ont une diftérence inférieure a 1,0 log (la différence
estde 0,375 log).
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° La différence de titre entre l'essai de suspension virale et le contrdle de l'efficacité de I'arrét de l'activité du
produit DDN 9 est inférieure 4 0,5 log (0,0 log URL/mg essai 1 et 0,0 log URL/mg essai 2)

) CONCLUSION

Les essais réalisés sur le produit DDN 9 lot n°5592 ont démontré:

. que le produit DDN 9 employé a 0.5 %, a une activité virucide sur le virus HIV, selon la méthodologie de

la norme NF EN 14476+A1, pour 15 minutes de contact a2 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
- Milicu 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: - 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 a 25°C.
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ANNEXE 2
Tableau A1 - Titrage du virus HIV par effet cytopathique, par la méthode de calcul Spaerman-Karber :

log URL/mg = 6,500

Dilution (- log) Résultat % résultats positifs
-3 44444444 100
-4 44444444 100
-5 44444444 100
-6 1111111 100
-7 00000000 0
-8 00000000 0
-9 00000000 0
-10 00000000 0
Somme des % de cultures positives 400
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Figure | — représentations graphiques des résultats des essais :

Essai 1

9/13
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Tableau A2 — Tableau des résultats du produit DDN 9 et du virus HIV dans des conditions de saleté (3 g/l BSA+ 3
ml érythrocytes)

Produit c el substance niveau de Lg URL/mg Réducti
rodut oncentration interférente cytotoxicité 0 5 1,5 39 69 eduction
min min min min
- in=
DDN 9 essai 1 0.5% Sl Sy 0,875 6,5 | 45 |2.375| NT. | 1,375 | R 15 min
érythrocytes 4,125
DDN 9 essai 2 0,5% 3“%" Bf‘“‘““ 0,75 6.5 45225 | NT. |1,375| R15min=
érythrocytes 4,5
Formaldéhyde 0,70% PBS 2,375 65| 6 | 55 |5125| NT.
N.A. PBS N.A 6,5 |INT.| NT. | NT. | 7
SONtole N.A. 3 o/l BSA N.A 7 INT.INT. | NT. | 7
d'infectivité
essai |
N.A. 3%3;3?;;;25‘“] N.A 65 INT.|NT. | NT. | 7
N.A. PBS N.A 6,5 |N.T.| N.T. | N.T. | 7,125
Contrdle N.A. 3 g/l BSA N.A 6,5 |[NT.| NT. | NT. | 7
d'infectivité
essai 2
g [ HELBSA+ I N.A 65 INT.|NT. | NT. | 7
érythrocytes
DDN 9 N.A. cellulesnon |y p Iy | N | NT. | 7
sensibilité des traitées I o o
cellules au virus
107! N.A. Cellules 1y [NT.| NT. | NT. | 6,625
traitées
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Tableau A3 — Données brutes pour le produit DDN 9 avec 3 g/l BSA + 3 ml érythrocytes soumis a essai contre le
virus HIV (titrage par effet cytopathique ; 8 puits)

Essai 1
Concentration | substance interférente Epse Ll
contact Al 23456 ]-7]-8
_ 4444 | 444410000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
soBsatim | |4444] 4440|0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
érythrocytes controle | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
viral 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
DDN 9 essai 1 0,50% . 4444 1444410000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
13min 1 1 144] 44000000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
3 g/ BSA
contrdle | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 | 0000
viral 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
DDN 9 essai | 0500% 3 /I BSA+3 ml A 4400 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
cytotoxicité ’ érythrocytes o 400010000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
. 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
NA. PBS 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 g 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 | 0000
d'infectivité N.A. 3 g/l BSA
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 | 0000
ol 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
- 3 g/I BSA +3 ml 0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 | 0000
o érythrocytes 444414444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
60 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 [ 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 1111 [ 0000 | 0000
3 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 | 0000 | 0000
Formaldéhyde 0,70% 15

4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 [ 0000 | 0000
30 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1000 | 0000 | 0000 | 0000
?S;ﬂ?édji‘.’{if 0.70% NA 4444 | 1111 | 0000 | 0000 | N.T. [ N.T. [ N.T. | N.T.

444411100 | 0000 | 0000
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Essai 2

Dilutions
Concentration | substance interférente tettips dé
contact -1 -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8
5 e 4444 | 4444 10000 [ 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
min
3 g/l BSA + 3 ml 4444 14400 {0000 [ 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000

érythrocytes controle | 4444 | 4444 | 4444 | 4444|4444 | 1111 [ 0000 | 0000

viral | 4444|4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000

DDN 9 essai 2 0,50% 4444 | 444410000 | 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000

13min 4 14410000 0000 {0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
3 g/l BSA
contrle | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
viral | 4444|4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 [ 0000 | 0000
DDN 9 essai 2 000 3g1BSA+3 ml | #400]0000]0000] 0000 | 0000 0000 0000 | 0000
e ’ érythrocytes 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 { 0000 | 0000
. 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
- _— 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
0 | 4444| 4444 | 4244 | 2444 | 4442 | 1111 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
cg::t;zzl:iizl A 3 o/l BSA 0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 11110000 | 0000
0 144444444 2444 | 2244 | 1224 | 1111 | 0000 | 0000
0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
_ 3 /I BSA+ 3 ml 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
i érythrocytes 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
A 0 70% . 15 |4444 | 4444|4444 | 4444 | 1111 [0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000 | 0000
30 | 4444|4444 | 2444 | 4444 | 1111|0000 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Formaldéhyde - - NA.  |4444] 1111 0000|0000 | NT. [ NT | NT | N,

(cytotoxicité)

4444 10000 | 0000 | 0000
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Validations avec autres concentrations testées :

dilutions
Concentration | substance interférente ke e
contact | .j -2 -3 -4 S -6 -7 | -8
- 4444 | 4444 4444 1111 0000 | 0000 | 0000 | 0000
min
4444 | 4444 4444 1111 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
DDN 9 0,5% 3 g/l BSA+
3 ml érythrocytes o m 4444 ( 0000 | 0000 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
min
4044 | 0000 0000 0000 |0000]0000 | 0000 | 0000
LogU
Concentration | substance interférente temps de £ — Réduction
contact 0 |5 min
Smin | 6,5 | 4,5 2 inactive
3 g/1BSA +
0,
DDN 9 0% 3 ml érythrocytes
60 min | 6,5 [1,375| 5,125 active
Sensibilité des cellules au virus :
Dilutions
Produit | dilution substance interférente
Slaglals]a]2]|s8
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
Cellules non traitées
DDN 9 it 3 /I BSA +3 ml éryth 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1111 | 0000 | 0000
ml érythrocytes
oyt o 4444 | 4444 | 4444 | 4 444 1111 | 0000 [ 0000
Cellules traitées
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 1000 [ 0000 | 0000
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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°
F010449V1 5767
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 transparent

Précautions d’emploi : aucune

Diluant préconisé par le fabricant : eau potable

Date de réception au laboratoire : 17/10/2019

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

3. CONDITIONS EXPERIMENTAILES
e Température d’essai : 20°C = 1°C
e Méthode de titrage : log DICT so
e Temps de contact : 1 min — 5 min — 15 min
¢ Concentrations finales : 0.50%
e Diluant du produit utilisé lors des essais : eau dure
e Souche virale : herpes virus type 1{(ATCC ref. VR-260), cultivé sur cellules VERO, a 37°C, sous atmosphére a 5% CO2
e Substances interférentes : 3 g/L BSA + 3 mL/L érythrocytes de mouton
o Stabilité du produit en présence de substance interférente : bonne

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

Editor Supervisor
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4. TITRE VIRAL

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

DICTs

Page 4 sur12

5. VALIDATION

a) Cytotoxicité

Le produit FO10449V 1 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
non traitées

Suspension virale sur cellules
traitées

Différence de titre viral
(log DICTsp)

F010449V1 102 7,000

6,625

0,375

(différence <I log).

¢) Validations de efficacité de I’arrét de Pactivité du produit :

Le produit testé a la concentration indiquée ci-dessus ne monire pas d'influence notable sur la méthode de titrage de I’herpés virus

Titre de virus (log

Différence avec la suspension

Concentration Substance interférente DICTs)) virale d’essai
. ESSAI 1: 7,000 0,00
3 g/L BSA + 3 mL/L érythrocytes de ? ?
FO10449V1 0.5% | &
6 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 (log DECT5p) Réduction du titre viral (log DICTsq)
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.
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6. ESSAIS PROPREMENT DITS — CALCUL DE L’ACTIVITE VIRUCIDE

ESSAT I - La suspension virale témoin 2 une concentration de 7,000 log DICTs;.

mopur | O | Topn | e | LS | Mot
1 min 3,500 3,500
F010449V1 0,5% 5 min 20°C 2,875 4,125
15 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 | Covmmien [ Temede | tompenne | el T Réducion i
Imin | 3,625 3,375
FO10449V1 0,5% 5 min 20°C 2,750 4,250
| 15min 2,375 4,625

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

7. VERIFICATION DE LA METHODOLOGIE

Les essais ont été 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 DICTso pour ’herpés virus

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

aprés 30 min; la différence est de 1,500 log aprés 30 min d’inactivation par le formaldéhyde pour 1"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 1’infectivité du virus

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

o 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).

Fro Eemiuyyé_p ¢
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8. CONCLUSION

Les essais réalisés sur le produit F010449V1 ont démontré :

= Que le produit 010445V 1 employé 2 0,5% finaux a une activité virucide sur ’herpés virus selon la méthodologie

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

9. ANNEXE TECHNIQUE 1
Lignée cellulaire : cellules VERO (RD-Biotech ref. 84009, lot n°110118-110V)

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. S5136, lot n° BCBC7067V; sodium phosphate monobasic, Sigma Aldrich, réf. 85011, lot n°
1019K01021V

— MEM media, Sigma Aldrich, réf. 0268, lot n° 040M8301
— DMEM media, Sigma Aldrich, réf. D53796, 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
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Tabieau Al - Titrage de I’herpés virus, selon la méthode de Spaerman-Kéirber:

Log TCIDsq = 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
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Graphique
ESSAT 1
. log DICTso
i =¢=F010449V1
7 e
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Tableau A2 — Tableau de résultats du produit F010449V1 soumis a essai contre I’herpés virus en conditions de

Page 9 sur 12

salete
) . Substance | Niveau de Lg DICTso .
Produit Concentration ritesfEreitte |Gytotimions 0 Tein 1% s | 14 ] S0 v eomia Réduction
3 g1BSA+ 5 min
FRORVEL 0s0% 3 mll 1,000 | 7,000 | 3,500 | 2,875 | 2,500 | N.T. | N.T. o
essal érythrocytes R=4,125
3g/IBSA+ S min
FOIOAVI | 050% 3 ml/l 1250 | 7,000 | 3,625 | 2750 | 2375 | NT. | NT
BHaaS érythrocytes R=47250
Formaldéhyde
Bssai | 0,70% PBS 2,000 7,000 | N.T. | 6,625 | 6,000 | 5,500 | N.T.
Formaldéhyde
Essal 2 0,70% PBS 2,250 7,000 | N.T. | 6,500 | 6,000 | 5,500 | N.T.
Témoin
infectivité N.A. PBS N.A. 7,000 | N.T. N.T. N.T. N.T. | 7,000
Essai 1
Témoin
infectivité N.A. 3 g/l BSA N.A 7,000 | N.T. N.T. N.T. | N.T. | 7,000
Essai 1
Témo?n. 3g/1BSA+
infectivité N.A. 3mll N.A 7,000 | N.T. | N.-T. | N.T. | N.T. | 7,000
Essai 1 érythrocytes
Témoin
infectivité N.A. PBS N.A 7,000 | N.T. N.T. | N.T. | N.T. | 7,000
Essai 2
Témoin
infectivité N.A. 3 g/IBSA N.A 7,000 | N.-T. | NT. | NT. | N.T. | 7,000
Essai 2
Témoin 3g/1BSA +
infectivité N.A. 3 ml/1 N.A 7,000 | N.T. N.T. N.T. | N.T. | 7,000
Essai 2 érythrocytes
Sensibilité NA | S 17000
des cellules 10-2
au virus N.A. Collules: | o
traitées
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Tableau A3 — Résultats bruts ESSAI 1

. Substance Temps Dilutions
Concentration bt de 9 ~
contast |1 -5 3 -4 -5 b ) -8 9
. 4444 | 4444 | 4444 | o000 | o000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
T 4444 | 4444 | 2444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
o 4444 | 4444 | 4440 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
i o)
3IBSA+| 2™ L taas | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0ooo | 0000 | 0000
F010449V1 0,50% 3ml
Ehistes 4444 | 4444 | o000 | oooo | ocoo | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
IYEROCHICS | T min
4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Temoin | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
viral 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
3g/IBSA + 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
F010449V1 0,50% 3ml N.A.
érythrocytes 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
S 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
- 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
; 4444 | 4444 | 0000 | 0000
Formaldehyde 0.70% PBS NA. NT. | NT. | NT. | NT. | NT
(cytotoxicité) 4444 | 0000 | 0000 | 0000
; 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
Tiioin vizal - st 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
infectivité o - 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
4444 | 4444 4 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
" 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
Whroinviel . 3 oL E 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
. NA 3 8“3 lziA + 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
infectivité ' rythrocytes | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
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Tableau A4 — Résultats bruts ESSAI 2

Page 11 sur 12

mesicifion .Subst'ance Teéléps Dilutions
interférente o— -1 e 3 -4 -5 -6 7 -8 -9
| 4444 | 2444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
bmin - gaq | aaaa | aa4a | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
| 4444 | 4444 | 2400 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Col044ov ] 050 3 g/;]fnSlA | 2T 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
. érythwocytes | 5 oo | 4444 | 4444 | 0000 [ 0000 [ 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4440 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Temoin | 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 | 0OCO
FO10449V1 0,50% 3ml NA.
érythrocytes 4400 | 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 | 4444 | 4444 | o000 | 0000 | 0000
Banmldagis 0.70% B 51 gqaa | 4424 | 2444 | 2444 | 2424 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
] 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
30 1 ganq | a4aa | asaa | 4444 | 4244 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
; 4444 | 4444 | 0000 | 0000

igﬁ?&i‘i‘ﬁ; 0,70% PBS Wb | oo | s, | iogs | g | | BT | B | S | R
4444 | 4444 | 4444 | 2444 | 4444 | 4444 | 4444 | o000 | 0000
Témoin viral NA _ / 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
infectivité - o | 444 | e | asa | dasa | oadas | addq | aaa | 0000 | 000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 2444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
Témoin viral - S EEA 0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
infectivité 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
60 | 4asq | 444 | 4aaa | 4444 | 4444 | 4424 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000
Témoin viral NA 3¢ 131131131/-‘* +f 0 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
infectivité ' brythrocytes| gy | 4444 | 4444 | 4444 | 44ad | 4444 | 4444 | aaad | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
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Tableau A5 - Sensibilité des cellules a I’herpés virus:

2 s s Substance Dilutions
Produit Dilution interférente 3 3 % - - — n S
Cellules non 4444 4444 4444 | 4444 | 4444 | 4444 0000 0000
FO10449V1 02 3g/1BSA +3 traitées 4444 4444 4444 | 4444 | 4444 | 0000 0000 0000
: ml érythrocytes Cellules 4444 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 1000 0000
traitées 4444 4444 4444 | 4444 | 4444 | 0000 0000 0000
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RAPPORT D’ESSAI

DETERMINATION DE L’ACTIVITE VIRUCIDE DU PRODUIT
F010449V1 SELON LA NORME EN 17111 :2018

APEX
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3 avenue des Frénes

78180 MONTIGNY LE BRETONNEUX
FRANCE

Demande d'essai du : 11/05/2020

Références du dossier d’analyses : n°090D27-2020-04

TESTS VIRUCIDES :

Conformément 4 la norme NF EN 17111 (Octobre 2018) — Désinfectants chimiques et antiseptiques — Essai
quantitatif’ de porte-germe pour I'évaluation de I'activité virucide pour instruments utilisés en médecine —
Méthode d'essai et exigences (phase 2, étape 2)

Essais sur 1 souche de référence : Vaccinia virus.
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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°
F010449V1 6485

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 incolore

Diluant préconise par le fabricant : eau potable

Date de réception au laboratoire : 28/05/2020

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

3. CONDITIONS EXPERIMENTALES
= Température d’essai: 20°C & 1°C
®  Méthode 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 a 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 l'action virucide : a froid

Titre viral :

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

log DICTSU
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4. VALIDATION DE LAMETHODE
a) Cytotoxicité

Les cellules BHK-21 ont été exposées au produit FO10449V1 et une faible toxicité a ét¢ 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 DICTsq)

Dilution du produit Suspension virale sur | Suspension virale sur | Différence de titre viral
3 cellules non traitées cellules traitées (log DICTs0)

F010449V1 102 6,250 5,750 0,500

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 I’arrét de ’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 DICTsg) - . , :
suspension virale d’essai

3 g/LBSA+3mL/L Essai 1: 6,375 0,000

0,
EOIDEONL Do érythrocytes de mouton Essai 2: 6,375 0,000

d) Essai d'inactivation de référence

Titre de virus (log DICTso)

Suspension virale témoin eau 6,125

En glutardialdéhyde 200 ppm
Essai d'inactivation 5 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

Réduction du titre viral (log DICTs0)

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.
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5. ESSAIS PROPREMENT DITS — CALCUL DE L’ACTIVITE VIRUCIDE

Essai | — séchage 47 min

F010449V1

La suspension virale témoin eau a une concentration de 6,125 log DICT5g

5/12

Titre apreés essai

PRODUIT Concentration | Temps de contact | Température de contact (log DICTs0) Réduction du titre viral
15 min 1,750 4,375
F010449V1 0,5% 10 min 20°C 2,250 3,875
5 min 3,125 3,000

Essai 2— séchage 49 min

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

50

PRODUIT Concentration | Temps de contact | Température de contact Ti(tl;egall));gs,rifsai Réduction du titre viral
15 min 2,000 4,250
F010449V1 0,5% 10 min 20°C 2,500 3,750
5 min 3,125 3,125

hir\f o

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 été 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 apreés essais : il est de 6,375 log DICTs¢ pour le virus de la vaccine.

— La différence des titres entre témoin viral et virus de référence dans l'essai d'imactivation 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 testé n’affecte pas significativement la morphologie des cellules.

— Les conditions d’essai en salet¢ (3 g/ 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 a 1,0 log (la
différence est de 0,500 log).
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7. CONCLUSION

Les essais réalisés sur le produit F010449V1 lot n°6485 ont démontré :

- Que le produit F010449V 1, 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 15 minutes de contact a4 20°C, en conditions de

saleté.

Writer Supervisor
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8. ANNEXE 1

Lignée cellulaire : cellules BHK 21 (HPA réf. 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. $5136, 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° 098K3397

Réactifs:

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

Solution d’inactivation :

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

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.

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

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

Log DICTsp = 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 Supervisor
Ms Emilie CANTREL, laboratory technician Ms Stephanie MOROT-BIZOT, director
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Figure | — représentations graphiques des résultats des essais :
Essai |
log DJ7CT50
=g==F010449V1 0,5%
6 \ = s —s 2 %
5 \\ == Glutardialdéhyde
4
\\ ==fe==Viral control + PBS
3 \ \
2 =3¢&=viral control + BSA
& e
1 @- 2 s & o o
=@==cytotoxicité
0 T T T T T
0 5 min 10 min 15 min 30 min 60 min
Essai 2
log DICTs,
7
= ) ¥ % 4
6
5 ==@==F010449V1 0,5%
4 \\ == Glutardialdéhyde
3 \\ ==l==Viral control + PBS
2 =3é=yiral control + BSA
1 g & £ & & )
=== cytotoxicité
0 T 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 F010449V1 soumis 4 essai contre le virus de la vaccine en
conditions de saleté

; Lg TCIDsn
PRODUIT Concentration _SubsEancc N1Vca1.1. d.c, - g - - Réduction
interférente | cytotoxicité | 0 | Smin | 10 min | 15 min | 30 min | 60 min
3g/LBSA+ 15 min
F010449V1 a 3mL/L
ESSA] 1 0,50% Erythworagtes 1,125 6,125 | 3,125 | 2,250 | 1,750 | N.T. N.T. R =4.375
de mouton
3 g/LBSA + .
ol 0,50% alal 1125 | 6250 | 3,125 | 2,500 | 2,000 | NT. | NT 1 min
ESSAI2 e érythrocytes ? ’ : ’ : et o
de mouton R= 4250
Glutardialdéhyde
100 ppm PBS 1875 | 6,125 | 1,750 | NT. | NT. | NT. | N.T.
ESSAI'1
Glutardialdéhyde
100 ppm PBS 2,000 6,250 | 1,875 N.T. N.T. N.T. N.T.
ESSAI2
Contrdle viral
d'infectivité N.A. PBS N.A. 6125 | NT. | NT. | NT. | NT. | 6,125
ESSAI 1
Contrdle viral 3g/LBSA+
dinfectivité NA. _ Sl NA |6125 | NT. | NT. | NT. | NT. | 6,125
érythrocytes
ESSAT 1 de mouton
Contrdle viral
Wi N.A. PBS NA |6375 | NT. | NT. | NT. | NT. | 6375
ESSAIL2
Contrdle viral 3 /L BSA +
ChipiennG NA. Ll NA |6375 | NT. | NT. | NT. | NT. | 6375
érythrocytes
ESSAI2 de mouton
N.A. Ceg“.l:’? 6,250
Sensibilite des 102 i
cellules au virus
NA Celihfles 5.750
traitces
Writer Supervisor
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Tableau A3 — Données brutes du produit FO10449V1 soumis & essai contre le virus de la vaccine. en
conditions de saleté (titrage par effet cytopathique; 8 puits),
ESSAI 1
. Substance | Temps de Dilutions
Concentration | . "
interférente | contact - 5 3 -4 -5 -6 -7 -8 9
(5.0 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 ¢/ BSA 10 min
i pc ol 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
ESSAI 1 érythrocytes ) 4444 4444 4444 | 0000 0000 0000 0000 0000 0000
de mouton | 5 min
4444 4444 | 4000 | 0000 0000 0000 0000 | 0000 0000
Témoin | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
eau | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000 | 0000
/l BSA
F010449V1 3_% mL/L 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000
0,
cytotoxicité G020 érythrocytes NA,
e tonten 4000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
) 4444 | 4400 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000 0000
Glutardialdéhyde | 100 ppm PBS 5
4444 0000 0000 0000 0000 0000 0000 | 0000 0000
IETIY 4444 | 4400 | 0000 [ 0000
Glutardisldehyde | PBS NA. NT. | NT. | NT. | NT. | NT.
(cytotoxicité) 4444 | 0000 | 0000 | 0000
. 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
A 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000 | 0000
Contréle viral N.A. 3 g/L BSA
d'infectivité - 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 0000 | Q000 | 0000
3 o BSA . 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
e A +% mL/L 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000 | 0000
d'infectivite o érythrocytes 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
de mouton 60
4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4000 | 0000 | 0000 | 0000
Writer Supervisor
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ESSAI 2
. Substance | Temps de Dilutions
Concentration | . .
interférente | contact -1 -3 -3 -4 -5 -6 &7 -8 9
15 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
M 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
. 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
0,50% 3g/lBSA | 10 min
F010449V1 +3mL/L 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0000 | 0000
ESSAI 2 érythrocytes so 4444 | 4444 | 4444 | o000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 [ 0000
demouton | 2N 4ias | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Temoin | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
eau 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000
3 g/l BSA
FO10449V ] 0500 Sl |, 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
cytotoxicité P00 érythrocytes o
C — 4000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Glutardialdéhnde | 100 - ; 4444 | 4440 | 0000 | 0000 | 0000 | oooo | 0000 | 0000 | 0000
AR pPpm 4444 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
1de 4444 | 4440 | 0000 | 0000
Glntasdinldehyde) o, o PBS N.A. NT. | NT. | NT. | NT. | NT
(cytotoxicite) 4444 | 0000 | 0000 | 0000
. 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 2444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
Controle viral 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 2444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000
DIIDIE VIrE 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 o 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
Contedia vl - 5 Bl 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000
d'infectivité o érythrocytes - 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000
drmanian 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 | 0000
Sensibilité des cellules au virus :
Diluti
PRODUIT Diiluion | Sobsknee =
interférente 2 | 4 -5 -6 By -8 -9
Cellules | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 0000
SgLai | e 4444 | 4444 | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 0000
F010449V1 102 |.°F imL’L traitées
eéyt Ocz’tes Cellules | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 4400 | 0000 | 0000 0000
€ mouton ..
traitées | 4444 4444 | 4444 | 4444 | 0000 | 0000 | 0000 0000
Writer Supervisor

Ms Emilie CANTREL, laboratory technician

Ms Stephanie MOROT-BIZOT, director

e

A0S

\U%

v. _EndYWWl-06-23720




	Certificate of equivalence DDN9
	01- EN 13727 +A2 DDN 9
	02-DDN9_EN14561_20151109145216
	05-EN 13624 DDN 9
	06-DDN9_EN14562_alb_20151109145116
	10- EN 14476 BVDV Hep C ddn 9
	11-EN 14476 HIV DDN 9
	12-EN 14476 Herpes DDN 9
	13-EN 17111 VACCINIA DDN 9

		2023-11-07T21:37:35+0200
	Moldova
	MoldSign Signature




