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I:

DESCRIPTION DE L'ETUDE:

Intitulé: Evaluation de I'activité virucide de quatre surfaces plastiques selon une
méthedologie basée sur les normes JIS Z 2801: 2000 et JIS Z 2801:
2006.

Référence interne: Etude n® 546.LEG.07

Commanditaire : LEGRAND
128, av. du Maréchal de Lattre de Tassigny
87045 Limoges Cedex
Contact: Mr, HASBROUCK

Période d'essai: 24/04/2008 au 06/11/2008.

Responsable étude : Dr Marléne RICHARD

Laboratoire d'essai : Laboratoire FONDEREPHAR

Laboratoire de bactériclogie, virologie et Microbiclogie Industrielle

IT:

OBJECTIF DE L'"ETUDE !

Déterminer dans les conditions expérimentales décrites dans les normes JIS Z 2801; 20001 et JIS Z 2801:
2006®, la capacité de surfaces plastiques 4 réduire en 24 heures a 35+1°C, d'au moins 10 fois le nombre
d’unités infectieuses de I"Enterovirus type L.

IIT :

MATERIEL :

a)

b)

Surfaces antimicrobiennes et surfaces témoins :

3 surfaces en polycarbonate avec agent antimicrobien.
6 surfaces témoins en polycarbonate sans agent antimicrobien

3 surtaces ABS avec agent antimicrobien.
6 surfaces témoins ABS sans agent antimicrobien.

3 surfaces en polypropyléne avec agent antimicrobien,
& surfaces témoins en polypropyléne sans agent antimicrobien

3 surfaces de SEBS avec agent antimicrobien.
6 surfaces témoins de SEBS sans agent antimicrobien

Souche d'essai ¢
Enferovirus type I 1 ——— oo ARG S APS lot n° NIBSC 017528
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Culture cellulaire :
Cellules VERQ - e e ATTC CLL-81, batch n® 3372621

Les conditions de conservation et de contrfle de la souche utilisée pour la détermination de I’activité
virucide est celle décrite dans la norme Frangaise NF EN 14476 + Al : 2007,

Diluant, milieu de culture et solution de récupération :

EMEM 3 2% de sérum de veau faetal (SVE).

IV :

METHODE :

Q)

b)

d)

Suspension d'essal :

Le titre de 1a suspension virale est ajusiée entre 5,6 log DICTs, et 6,0 log DICTs, dans du milieu de culture
EMEM & 2% de SVF,

Contamination des surfaces & tester :

Pour chaque nature de surface test, 3 surfaces avec agent antimicrobien et 6 surfaces sans antimicrobien,
sont placées dans une boite de Péiri, la face greffée exposée vers le haut. 480 pl du film viral sont déposés
sur chacune des surfaces puis recouverts par une lame de verre de 50 x 50 mun,

Incubation des surfaces contaminées :

Aprés contamination, les 3 surfaces avec agent antimicrobien et 3 des six surfaces sans agent
antimicrobien sent incubées 4 36 + 1°C pendant 24 & | heures. Parallélement, les 3 auires surfaces sans
agent antimicrobien sont traitées immédiatement afin de déterminer le niveau de contamination initial des

surfaces.

Détermination du niveau de contamination des surfaces tests :

Immédiatement aprés la contamination ou aprés incubation des surfaces, le titrage des virus viables
résiducls présents sur la surface est effectué. Pour cela, le fitm viral est récupéré par addition de 10 ml
d’une solution neutralisante (milieu de culture EMEM + 2% SVF) par grattage doux a I'aide d’un gratioir
ponr cellules.

La technique de titrage est celle indiquée dans la norme NF EN 14476 + Al : 2007. Des dilutions de
raison 4 des suspensions virales sont réalisées dans le milieu de culture cellulaire EMEM en tubes de verre
neutre afin de limiter les phénomeénes d’adsorption des virus sur les surfaces,

Le titrage est effectud sur microplaques de 96 puits,

L’effet cytopathique est déterminé aprés 48 heures de culture et I'estimation du nombre d’unités
infecticuses est déterminée par la méthode de SPAERMAN-KARBER en caleulant le logarithme négatif
du point limite 50% (log DICTsy) par la formule suivante ;

Log DICT50 = Logarithme négatif de la plus haute concentration de virus utilisée - {(Somme de % affecté
a chaque dilution/100 - 0,5) X (log de dilution)].

L pwésent vappart ne dolf pes 8o repredult, sinon dans son intégralits, sans Pautorization dorile de Bictech Geomands
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e} Conditions d'essai :
Conformément aux exigences de la norme JIS Z 2801: 2000, les essais sont jugés satisfaisants si les
conditions d’cssai suivantes sont remplies :
i} Titre viral sur la surface immédiatement aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien :

(Tmax - Trm‘u)/ (Tmnyen) = 012

Avec Tomax ¢ Titre viral maximum sur la surface;
Tin : Titre viral minimal sur la surface;
Tuoyea: Titre viral moyen sur la surface pour les trois surfaces test sans agent
antimicrobien.
ii) Le titre viral moyen iminédiatement présenis aprés la contamination des surfaces test sans agent
antimicrobien doit &tre compris entre 1,0.10° (5,0 logo) et 4,0.10° unité infectieuse/surface (5,6 logo).

iii) Le titre viral sur chacune des surfaces test sans agent antimicrobien incubées 24 heures ne doit pas
étre inférieur & 1,0.10" unité infectiense/surface (4 log;e).

f) Expression de l'activité virucide :

Lorsque les conditions d’essai sont validées, ’activité virucide des surfaces test est déterminée en utilisant
la formule suivante :

R ={log (B/A) — log (C/A)] = [log (B/C)]

Avec R: La valeur de [’activité virucide ou facteur de réduction ;

A Nombre moyen de doses infectantes virales 50% (DICTs) immédiatement
aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien ;

B : Nombre moyen de doses infeciantes virales 50% (DICTsg) aprés 24 heures
d’incubation sur les surfaces sans agent antimicrobien ;

C: Nombre moyen de doses infectantes virales 50% (DICTs5p) aprés 24 heuyres
d’incubation sur les surfaces avec agent antimicrobien,

Lo prdsent rappaort ne doit pas 8o wepreduil, sinon dans son hudgmibitd, sans Pavtorisalion dorile de Biviech Gemmande
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V i RESULTATS :

a) Validation des conditions d'essai :

Tableau I': Validation des titres viraux présents sur la surface immédiatement aprés contamination des surfaces en
plastiques sans agent antimicrobien : (Trax - Tmio)/(Trmoyen) =0,2. Tuac: fitre viral maximum; Trmi: titee viral
minimal ; Tmoyen: moyenne des titres viraux pour les trois surfaces test sans agent antimicrobien,

ey | TS L e | e T )
Surface en polycarbonate 5.4 5,1 53 53 0,06
Surface ABS 53 51 52 5,2 0,04
Surface en polypropyléne 5,1 51 5,1 5,1 0,00
Surface SEBS 5,0 5,1 5,0 50 0,02

Pour chaque microorganisme test :

v {Toax - Trin}(Tmoyen) €5t inférieur 4 0,2 (tableau I ;

v" Les charges virales moyennes immédiatement présentes aprés la contamination des surfaces test sans
agent antimicrobien sont bien comprises entre 5,0 logye (1,0.10° Ul/surface) et 5,6 log)q (4,0.10°
Ul/surface) d° Enterovirus type 1.

Les conditions d’essais sont donc considérées comme valides pour chaque type de surface soumis 3 Iessai.

b) Essais proprement dits :

Tableau 11 : Evaluation de Factivité virucide des surfaces plastiques vis-d-vis de I'Enterovirus type 1 pour un temps
de contact de 24 £ 1 heures & 36 + 1°C. Log A : Log DICTsg sur la surface test immédiatement aprés contamination des
surfaces sans agent antimicrobien ; log B : Log DICTs sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces
sans agent antimicrobien ; log C : Log DICT s sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces avee agent
antitnicrobien ; R : activité virucide,

Log A Log B Log C [Log B E{Log o)
Surface en polycarbonate 53 4,6 3,6 1,0
Surface ABS 52 4.2 4,0 0,2
Surface en polypropyléne 5,1 4,1 4,1 0,0
Surface SEBS 5,0 4,1 3,9 0,2

D’aprés les résultats des essais préseniés dans Je tableau II, les quatre sutfaces plastiques eittrainent, aprés
un temps de contact de 24 heures, une trés faible réduction du nombre d’unités infecticuses de 1’ Enterovirus
type 1{0,0 =R =I1,0).

Pour la surface en polycarbonate, la réduction du titre viral n’est pas nuile (1,0 logye) mais reste inférieure
aux exigences des normes (2 logyg).
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VI : CONCLUSIONS :

Selon les résultats obtenus, les surfaces plastiques en polycarbonate, ABS, polypropyléne et SEBS ne
présentent pas d’activité virucide conforme aux exigences des normes JIS 7 2801: 2000V et JIS Z
2801: 2006 (réduction d'au moins 10° fois du nombre d’unités infectieuses déposées sur la surface fest
en 24 heures de contact 4 36:1°C) quand Ie virus test est I’Enferovirus type 1.

Une activité non négligeable est cependant observée sur Ja smrface en polycarbonate avec une
réduction de 1.0 log du titre viral,

VIL : REFERENCES :

1. JIS Z 2801: 2000 — Antimicrobial products: Test for antimicrobial activity and efficacy.

2. IS Z 2801 : 2006 — Antimicrobial products : Test for antimicrobial activity and efficacy, Amendment 1

3. NF EN 14476 + Al: 2007 — Antiseptiques et désinfectants chimiques - Essai virucide quantitatif de
suspension pour les antiseptiques et désinfectants chimiques wtilisés en médecine humaine - Méthode
d’essai et prescriptions (phase 2, tape 1).

Marléne RICHARD Date  14/11/2008

Directrice adjointe du laboratoire

Lionel PINEAU Daic  14/11/2008

Directeur du laboratoire
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I : DESCRIPTION DE L'ETUDE:

Intitulé: ’ Evaluation des activités antimicrobiennes de surfaces plastiques selon une
méthedologie basée sur les normes JIS Z 2801: 2000 ot JIS Z 2801: 2006.

Référence interpe: Htude n® 546,LEG.07

Cotmanditaire : LEGRAND
128, av. du Maréchal de Latire de Tassigny
87045 Limoges Cedex
Contact: Mr. HASBROUCK

Période d'essai:  11/02/2008 au 28/11/2008,

Responscble étude ! Dr Marléne RICHARD

Essais réalisés par Isabelle SEVEROVIC

Lakoratoire d'essai : Laboratoire BIOTECH-GERMANDE

Parc Scientifique de Luminy
163 Avenue de Luminy — Case 927
13288 Marseille Cedex 9

II : OBJYECTIF DE L'ETUDE :

Déterminer dans les conditions expérimentales décrites dans les normes JIS Z 2801: 2000% et IS 7 2801:
2006%, la capaciié de surfaces plastiques & réduire en 24 heures 4 35+1°C, d'au moins 10 fois le nombre de
microorganismes viables déposés sur la surface test,

IIT : MATERIEL :

a) Surfaces antimicroblennes et surfaces témoins :

Surfaces PC R903B
Surfaces ABS

Surflaces en polypropyléne
Surfaces SEBS

Sclon les conditions expérimentales décrites dans les normes JIS Z 2801: 2000 et JIS Z 2801; 20067, 3
surfaces plastiques avec agent antimicrobien et 6 surfaces plastiques sans agent antimicrobien sont nécessaires
a Iévaluation de Iactivité antimicrobienne pour chaque microorganisme testé,

Le présent tapport ne dodi pas e reproduil, slnon dans son intfaralitd, sans Pantordsalion Sosdte de Bivtesh Gormande
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b) Souches microbiennes :
i) Surfaces PC R903B et ABS :

L'activité antimicrobienne des surfaces plastiques PC R903B et ABS sont évaluées vis-2-vis des 9 souches
microbiennes suivantes :

Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 Mycobacterium terrae CIP 104321
Staphylococcus aureus CIP 4.83 Mycobacterium avium CIP 105415
Escherichia coli CIP 54127 Spores de Bacillus cereus CIP 105151
Candida albicans CIP 4872  Spores de Bacillus subtilis CIP 52.62

Spores d’Aspergillus niger CIP 1431.83

ii} Surfaces en polypropyléne et SEBS :

I.activité antimicrobienne des surfaces plastiques PC R903B et ABS sont évaluées vis-3-vis des 4 souches
microbiennes suivanies ;

Pseudononas aernginosa CIP 103467 Escherichia coli CIP 54127

Staphylococcits aureus CIP 4.83 Mycobacterium terrae CIP 104321

Les conditions de conservation et de contrdle des souches utilisées pour la détermination de lactivité
bactéricide, mycobactéricide, sporicide et fongicide sont celles décrites daus la norme Frangaise NF EN
12353 @

¢} Milieu d'entretien et de dénombrement @

Pour Pseudomonas aeruginosa CIP 103467, Staphylococcus aureus CIP 4.83, Escherichia coli CIP 54127 les
spores de Bacillus subtilis CIP 52,62 et les spores de Bacilius cerens CIP 105151 :

Gélose trypticase soja
Gélose TS (BIOMERIEUX, 51044)----- moeeeeneoneeees 40 g
Eau distille; ----=nmrmmemmmmomrrm s omssmms oo s 1.8.p. 1000 mi

Stérilisé 4 I'autoclave (121°C, 21 minutes).

Pour Mycobacterium terrae CIP 104321 et Mycobacterium avium CIP 105415:

Gélose TH10
Mycobacteria THIO agar {Difto ASQ62717)-rrrmmmrsrmmmremm e 21 g
Glyceral (Sigma G150 ) - rsrmmssssssansmmmmmnsssen oo 5 ml
Middle Brook QADC Enrichment (Difco A5701886 }----------------mmmommmmems 10% (v/v)
Eau distiflée; - s q.8.p. 1000 ml

Stérilisé 4 l'autoclave (121°C, 21 minutes).

Pour Candida albicans CIP 4872 ef les spores d'Aspergilius niger CIP 1431.83 :
Gélose & ’extrait de malt

Peptone de soja (SIGMA P-1265) - ssessesenne oo 3g
Extrait de malt (SIGMA M0O383) 1 -------------msmmmm e mms oo eooe ] 30g
Agar (SIGMA AS5300) 1 s oo e 15g
Fau distillée; ~r-n--mrrrmrmrmr oo oo q.5.p. 1 litre

Stérilisé a 'autoclave (121°C, 21 minutes).

e préssnt vappant ne doit pas 4ive reproduil, sivon dans son intéaralitd, sans Fautorisation derile de Blotech Genmeande
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d)  Solution de récupération :

Tween §0 (SIGMA P17-54) t-rormrrmrrrmrmms oo 50 ml
Thiosulfate de sodium (SIGMA S85-03) ; - 10g
Saponine (SIGMA S79-00) : - P s Sg
Lécithine (SIGMA P§3-94) 1 ---wrmwmrrmsmeesmrmmsrss s e 10g
Bouillon trypticase soja ; ------r==--r-rmmommrsm s q.5.p.500 ind

Stéritisé A l'autoclave (121°C, 21 minutes).

¢) Diluant :

Les suspensions d’essai sont préparées en tampon phosphate 100 mM, pH 7.0 (Ie.ii).

i} Solution stock :
Tampon phosphate 10X (1000mM, pH 7.0} :
Phosphate de sodium dibasique, Na2HPO4 TH20 1 ommmmmmeemeemo 144.5¢
Phosphate de potassium monobasique, KH2PO4r-—-----mmmmmmmmmmmmemomeee 71.2g
Eau distillée; e - Sosssssnmeesnnsn sy q.s.p. 1 litre
Stérilisé a Fautoclave (121°C, 21 minutes),

ii) Solution de travail :
Tampon phosphate 1X (160mM, pH 7.0} :
Tatipon phosphate 10X (1000mM, pH 7.0) - 100 ml
Eau distillée: semmmmeeesseseaaee e L LT q.s.p. | litre

IV : METHODE :

@) Suspension d'essai :

Pour chaque microorganisme, la suspension d'essai du microorganisme test est préparée dans le difuant (cf
TiLe). La suspension d'essai du microorganisme test est ajustée de fagon & obtenir entre 2,5.10° et 10.10°
UFC/ml, conformément aux recommandations de la norme JIS Z 2801: 2000, Le titre exact de chaque

suspension dessai (Tc) est vérifié & chaque essai par une méthode validée et spécifique 4 chaque
microorganisme.

b) Contamination des surfaces a tester :

Pour chaque microorganisme, les surfaces tests, soit 3 surfaces plastiques avec agent antimicrobien et 6 surfaces
plastiques sans antimicrobien, sont placées dans une boite de Pétri, la face greffée exposée vers le haut, 400 ul
| : de la suspension d'essai sont déposés sur chacune des surfaces puis recouverts par deux lamelles en verre (22 x
‘ - 40 mm) de fagon 3 répartir la suspension d’essai sur une surface de 1760 mm?,
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Recuer

400 uldela
suspension d’essai

Lamellesde verre

|

Couvercledela
boitede Pétri

|
Boitede Pétri ——>

]

1<

Surfaced tester

Surfaced tester

400 uldela

A4

suspension d’essai

‘Lamellesde vere

Boite de Pétri

L\ Fi

Figure 1 : Contamination de la surface test par la suspension d'essai recouverte de lamelles enverre

SAS au capital de 122 600 Euros
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Incubation des surfaces contaminées :

Aprés contamination, les 3 surfaces plastiques avec agent antimicrobien et 3 des six surfaces plastiques sans
agent antimicrobien sont incubdes & 35 + 1°C pendant 24 *.1 heures. Parallélement, les 3 autres surfaces
plastiques sans agent antimicrobien sont traitées immédiatement afin de déterminer le niveau de contamination
initial des surfaces (cf : IV .d).

Détermination du niveau de contamination des surfaces tests :

Immédiatement aprés la contamination ou aprés incubation des surfaces plastiques, les microorganismes
viables présents sur la surface sont dénombrés. Pour cela, dans un premier temps, les lamelles de verre sont
précautionncusement retirées de la surface et transférées dans un tube contenant 10 ml de solution de
récupération et environ 1 ml de billes de verre de 0,25 4 0,50 mm de diaméire, Les tubes contenant les tamelles
de verre sont soumis & une agitation manuelle afin de décrocher les microorganismes. Dans un deuxiéme
temps, la surface test est recouverte de 5 ml de sclution de récupération puis est grattée 3 I’aide d’un grattoir &
cellule et est rincée avec 5 ml supplémentaire de solution de récupération. Le volume de Ja solution de
récupération conienant les microorganismes est recueilli dans ia boite de Péiri et transféré dans le tube
contenant les lamelles de verre correspondantes. Le nombre de microorganismes viables présents par millilitre
de milien réactionnel est déterminé par dilutions successives au 1/10 et inclusion de 1ml de chaque dilution en
milien de dénombrement spécifique du microorganisme testé.

Aprés incubation & la température spécifique du microorganisme testé, les colonies apparues sont dénombrées
et les résultats exprimés en nombre d'UFC présent par surface test.

Conditions d'essai :

Conformément aux exigences de la norme JIS Z 2801: 20001, les essais sont jugés satisfaisants si les
conditions d’essai suivantes sont remplies ;

i) Valeur logarithmique du nombre de microorganismes viables sur la surface immédiatement aprés.
contamination des sarfaces sans agent antimicrobien ;

(Lmu - me)/ (Lmoyen) 50:2

Avec Lisar - Logarithme maximum du nombre de microorganisties viables sur la surface;
Tin : Logarithme minimal du nombre de microorganismes viables sur 1a surface;

Loy : Moyenne des logarithmes du nombre de microorganismes viables sur la
surface pour les trois surfaces test sans agent antimicrobien.

ii) Le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des
surfaces test sans agent antimicrobien doit étre compris entre 1,0.10° (5,0 log) et 4,0.10° UFC/surface (5,6

log).

i) Le nombre de microorganismes viables sur chacune des surfaces test sans agent antimicrobien incubées 24
heures ne doit pas étre inférieur 3 1,0.10% UFC/surface (4 log).

LLe prézent rapport e dolt pas &tre repooditfl, sinon dans son intégralitd, sans Fautorisation &rite de Biotech Geanande
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f} Expression de l'activité antimicrobienne :

Lorsque les conditions d’essai sont validées, 1’activité antimicrobienne des surfaces test est déterminée en
utilisant la formule suivante ;

R = [log (B/A) — log (C/A)] = [log (B/C)]

Avee R: La valeur de I’activité antimicrobienite ou facteur de réduction ;

A Nombre moyen de microorganismes viables immédiatement aprés contamination
des surfaces sans agent antimicrobien ;

B : Nombre moyen de microorganismes viables aprés 24 heures d’incubation sur les
surfaces sans agent antimicrobien ;

C: Nombre moyen de microorganismes viables aprés 24 heures d’incubation sur les
surfaces avec agent antimicrobien,

SO e
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V : RESULTATS :

a) Surfaces PC RS03B:

i)  Validation des conditions d’essai :

Tablean 1: Validation des valeurs logarithmiques du nombre de microorganismes viables présents sur la surface
fmmédiatement aprés contamination des surfaces PC R903B sans agent antimicrobien : (L = Lain)/(Lonoyen) 50,2, Liac:
logarithme maximum du nombre de microorganismes viables ; Lo : logarithme minimal du nombre de microorganismes
viables ; Lmoyen : moyenne des logarithines du nombre de microorganismes viables pour les trois surfaces test sans agent

antimicrobien,

Pseudog:f;:{rg;;eggmosa 5,62 5,52 5,53 5,56 0,02
Staplv’igfgfgg aureus 549 523 5,26 5,34 0,05
Mycoécf;tigigg ;‘erme 5,67 523 5,40 5,47 0,08

Canéﬁa{tcgs;cans 5,84 5,16 5,40 5,56 . 0,12

Spores glgsivfg?ggs niger 5,18 5,00 5,18 5,12 0,03

Spores g}?p Blaocgllhs:; cerens 5,24 5,17 5,22 5,21 0,01

Spores dg [gascélgtzs subltilis 532 5,26 5,26 5,28 0,01

Pour chaque microorganisme test :
¥ (Lisax - Lunin)/(Lunoyen) €st inférieur a 0,2 (tablean T ;
¥ Le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des
surfaces test PC RO03B sans agent antimicrobien est compris entre 1,0.10° et 4,0.10° UFC/surface pour
chacune des souches test & Vexception de Mycobacterium avium CIP 105415, Pour ce microorganisme, o
observe un 1éger dépassement du niveau de contamination maximal souhaité (5,0.10° UEC/surface au lien
de 4,0.10° UFC/surface) qui ne remet pas en cause la validité des conditions d’essais.
Les conditions d’essais sont donc considérées comme valides pour chaque microorganisme test.
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ii} Essais proprement dits

Tableau IT ; Evaluation de l'activité antimicrobienne des surfaces PC R903B vis-d-vis de chaque microorganisme test pour un
temps de contact de 24 £ 1 heures & 35 + 1°C. A : nombre moyen de microorganisies viables sur la surface test immédiatement
aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien ; B : nombre moyen de microorganismes viables sur la surface test
aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces sans agent antimicrobien ; C : nombre moyen de microorganismes viables sur Ia
surface test aprés 24 heures d'incubation sur les surfaces avec agent antimicrobien ; R ; activité antimicrobienne.

{Nb. UFg/surfaoe) (iNb. UFg/surfaoe) (Nb. UFgfsurf'ace) [Logl(lB/C)]

Feudomonas weruginosa | 3,6.10° 1,0.10° 4,0.10° 4,40
S’“P”y';‘:’ﬁfzc_‘g‘g ures 2,2.10° 2,4.10 5,0.10° 2,67

Eecherioita col 1,4.10° 3,3.107 < 1,4.10' > 6,37
Moo ucrartm i@ | 3,0.10° 9,9,10° 6,0.10* 1,21
Mycobacterium aviun 5,0.00° 3,6.10° 3,2.10° 0,04
Candida aibicans 3,6.10° 6,2.10° 8,5.10° 086
v T 1,3.10° 1,110’ 1,4.10° 0,00
Spores de Bucillus cereus | 1,6.10° 9,4.10° 8,3.10° 0,05
Spores qc Bacillus subiilis 1,9.10° 1,5.10° 1,3.10° 0,09

Pour chaque microorganisme test, e nombre moyen de microorganismes viables retrouvés sur la surface test sans
agent antimicrobien aprés 24 heures d’incubation est supérieur 3 1,0.10* UFClsurface (tableau II, B). Les
conditions d’essais sont donc considérées comme valides.

D’aprés les résultats des essais présentés dans le tableau II, ’activité antimicrobienne de Ia surface plastique PC
RI03B (cf. tableau H, C) entraine une réduction d’au moins 10% fois du nombre de microorganismes viables
lorsque les microorganismes tests sont : Pseudontonas aeruginosa CIP 103467, Staphylococcus awreus CTP 4,83 et
Escherichia coli CIP 54127. Pour ces trois souches, les réductions logarithmiques observées sont respectivement de
4,4 log)g, 2,7 logip et > 6,4 logyo.

Pour Mycobacterium terrae CIP 104321 et Candida albicans CIP 4872, la réduction du nombre de
microorganismes viables présents sur la surface test n’est pas nulle (respectivement 1,2 Iogl‘u et 0,86 logg) mais
reste inférieure aux exigences des normes (2 log;o).

Pour les autres microorganismes tests (Mycobacterium avium CIP 105415, spores d’ Aspergillus niger CIP
1431.83, spores de Bacillus cereus CIP 105151 et spores de Bacillus subtilis CIP 52.62) les réductions du nombre
de microorganismes viables liées & activité antimicrobienne de [a surface sont nulles ou inférieures 4 0,1 log,.
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b) Surfaces ABS:

i} Validation des conditions d’essais :

Tableau Il : Validation des valeurs logarithmiques du nombre de microorganismes viables présents sur la surfaece
immédiatement oprés contamiration des surfaces ABS sans agent antimicrobien: (Imax - Loin)/(Loyer) =0,2, Lunac:
logarithme maximum du nembre de microorganismes viables ; Lo, : logarithme minimal du nombre de microorganismes
viables; Linoyen - moyenne des logarithmes du nombre de microorganismes viables pour les {rois surfuces test sans agent
antimicrobien. :

o T IS || e L

Pseudaggr;:g;egz;gfﬁasa 5,24 522 5,24 5,23 0,01
Stap!wggic.g.; aurens |, 5,64 544 5,61 5,56 0,03
Mycoéc[r[c;tfg;g; ;‘errae 5,53 537 544 5,45 0,03
Mycoggtfg{;ﬂ gvium 5,99 5,55 5,86 5,80 0,10
C'ang;c;a;g?;cans 4,86 4,84 4,84 4,85 0,01
Spores g;;sio:;‘glrf‘g;{s niger 4,83 473 4,81 4,79 0,02
Spmﬁesg;)Bfgggi e 4,95 4,86 4,91 4,90 0,02
Spores dg Il[}’:grzrhgfzs subtilis 4,31 472 | 474 4,76 0,02

Pour chaque microorganisme test :

v (Linax = Linin(Limoyen) €5t inférieur 4 0,2 (tableau I11) ;

v" Le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des
surfaces test ABS sans agent antimicrobien est bien compris entre 5,0 logyq (1,0.10° UFCl/surface) et 5,6
logy (4,0.10° UFC/surface) pour les souches de Psendomonas aeruginosa CIP 103467, Staphyiococcus
aureus CIP 4.83, Escherichia coli CIP 54127 et Mycobacterium ferrae CIP 104321, Pour la souche de
Mycobacterium avium CIP 105415, on observe un léger dépassement du niveau de contamination
maximal souhaité (6,9.10° UFC/surface au licu de 4,0.10° UFC/surtace). Pour les souches de Candida
albicans CIP 4872, les spores d’Aspergillus niger CIP 1431.83, les spores de Bacillus cereus CIP 105151
et de Baeillus subtilis CIP 52.62, le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents
apres la contamination des surfaces test sans agent antimicrobien est légdrement inférieur au niveau de
contamination minimal souhaité (5,7.10* UFC/surface pour Bacillus subtilis CIP 52,62 au lieu de 4,0.10°
UFC/surface). Ces Iégers écarts aux exigences de la norme JIS Z 2801: 2000 ne remettent pas en cause la
validité des conditions, d’essais puisque pour chaque microorganisime fest, le nombre moyen de
nicroorganismes viables retrouvés sur la surface test sans agent antimicrobien aprés 24 heures
d’incubation est supérieur & 1,0.10* UFC/surface (tableau IV, B).
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Les conditions d’essais sont donc considérées comme valides pour chaque microorganisme test.
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if) Tests proprement dits :

Tableau IV : Evaluation de Vactivité antimicrobienne des surfaces ABS vis-d-vis de chaque micraorgarisme test pour un
temps de contact de 24 £ 1 heures 4 35 2 1°C. A: nombre moyen de microorganismes viables sur la surface fest
immédiatement aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien ; B ; nombre moyen de microorganismes viables
sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces sans agent antimicrobien; C: nombre moyen de
microorganismes viables sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces avec agent antimicrobien; R :
activité antimicrebienne.

(Nb. UFg!surFaoc) (Nb. UFgfsurfaoe) (Nb. UF((Z:fsurface) [Tog I({B/C)]

Fcudomonas aeruginosa 1,7.10° 1,1.10" <14 > 5,88
Stapk ‘}”é"l’[ﬁ’ff’g’g aureus 3,7.10° 17.10° 1,6.10" 4,02

Bocherioa col 2,5.10° 8,5.10° <14 > 4,80
Mycobacterium terrae 2,8.10° 2,1.10° 8,7.10° 1,45
Myeobactertion v ~69.0° 1,0.10° 2,3.10° 1,61
Cantida abicans 7,0.10¢ 1,L10° 8,2.10° 1,11
Spores g;sﬁfﬁfggs niger 6,2.10" 9,0.10* 8.2.10* 0,04
Spores de Bacillus cereus 8,1.10° 5,1.10¢ 1,9.10° 0,44
Spores de Dacilius sublils 5,7.10° 4,7.10* 3,9.10° 0,13

D’aprés les résultats des essais présentés dans le tableau IV, 'activité antimicrobienne de la surface plastique
ABS (cf. tableau IV, C) entraine une réduction d’au moins 10° fois du nombre de microorganismes viables
lorsque les microorganismies tests sont | Pseudomonas aeruginosa CIP 103467, Staphylococcus aureus CIP 4.83
et Escherichia coli CIP 54127, Pour ces trois souches, les réductions logarithmiques observées sont
respectivement >5,88 logyg, 4,02 logyg et > 4,80 logy,.

Pour Mycobacterium rerrae CIP 104321, Mycobacterium avium CIP 105415 et Candida albicans CIP 4872, les
réductions du nombre de microorganismes viables présents sur les surfaces fests ne sont pas nulles (1,45 logg,
1,61 logipet 1,11 logyo respectivement) mais restent inférieures aux exigences des normes (2 logyg).

Pour les autres microorganismes tests (spores &’ Aspergillus niger CIP 1431.83, spores de Bacillus cerens CIP
105151 et spores de Baciflus subtilis CIP 52.62) les réductions du nombre de microorganismes viables lides &
"activité antimicrobienne de la surface ABS sont nulles ou inférieures 4 0,5 log,.
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Surfaces en polypropyléne:

i) Validation des conditions d'essais :

Tableau V: Validation des valeurs logarithmiques du nombre de microorganismes viables présents sur la surface
immédiatement aprés contamination des surfaces en polypropylene sans agent antimicrobien : (Liax - Lnin)/(Limoyen) =0,2.
Luas? logarithme maximum du nombre de microorganismes viables; Luy: logarithme minfmal du nombre de
microorganismes viables ; Luoyen : moyenne des logarithimes du nombre de microorganismes viables pour les frois surfaces
tests sans agent antimicrobien.

Essai 1 Essai 2 Essai 3
Lmo yen Lmax - Lru n / Lmo en
(Lmax) (Lmln) Y ( i ) ( Y )
Pseudomonas aeruginosa :
CIP 103467 5,20 5,16 5,19 5,19 0,01
Staphylococcus aureus
CIP 4.83 541 5,30 5,39 5,37 0,02
Escherichia coli
CIP 54127 5,43 5,36 5,37 5,39 0,01
Mycobacterium terrae
CIP 104321 5,07 4,69 4,99 4,92 0,08

Pour chaque microorganisime test ;

V" (Limsx ~ Linin)/(Emoyen) €8t inférieur & 0,2 (tableau V) ;

v" Le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des
surfaces tests en polypropyléne sans agent antimicrobien est bien compris entre 5,0 log;e (1,0.10°
UFC/surface) et 5,6 logye (4,0.10° UFC/surface) pour les souches de Psendomonas aeruginosa CIP
103467, Staphylococcus aureus CIP 4.83 et Escherichia coli CIP 54127, Powr la souche de
Mycobacterium terrae CIP 104321, le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement
présents aprés la contamination des surfaces tests sans agent antimicrobien est légérement inférieur au
niveau de contamination minimal souhaité (8,8.10* UFC/surface au lieu de 1,0.10° UFC/surface). Ces
légers écarts aux exigences de la norme JIS 7 2801; 2000 ne remettent pas en cause la validité des
conditions d’essais puisque pour chaque microorganisme test, le nombre moyen de microorganismes
viables retrouvés sur la surface test sans agent antimicrobien aprés 24 heures d*incubation est supérieur 4
1,0.10" UFC/surface (tableau Vi, B).

Les conditions d’essais sont donc considérées comme valides pour chaque microorganisme test,
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ii) Tests proprement dits :

Tableau VI: Evaluation de lactivité antimicrobienne des surfaces en polypropyléne vis-d-vis de chaque microorganisme
test pour un temps de contact de 24 £ 1 heures & 35 1 1°C, A ; nombre moyen de microorganismes viables sur la surface test
immédiatement aprés contamnination des surfaces sans agent antimicrobien ; B : nombre moyen de microorganismes viables
sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces sans agent antimicrobien ; C: nombre moyen de
microorganismes viables sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces avec agent antimicrobien ; R ;
activité antimicrobienne,

A B C R
(Nb. UFC/surface) | (Nb. UFC/surface) | (Nb. UFC/surface} [Log (B/CO)]
Pseudomonas aeruginosa 5 7 5 ‘
CIP 103467 L,5x 10 2,1 x 10 4,4x10 17
Staphylococcus aureus s 5 3
CIP 4.83 23x10 1,8x 10 2,1x10 2,1
Escherichia coli 5 5 2
CIP 54127 25x 10 7.9x 10 <14 x.IO > 3,7
Mycobacterium terrae 4 4 2
CIP 104321 8,8x 10 23x10 3,7x10 1,8

D’aprés les résultats des essais présentés dans le tableau VI, I'activité antimicrobienne de la surface plastique en
polypropyléne (cf. tablean V1, C) entraine une réduction d’au moins 10* fois du nombre de microorganismes
viables lorsque les microorganismes tests sont : Staphylococcus aurens CIP 4.83 et Escherichia coli CIP 54127,
Pour ces deux souches, les réductions logarithmiques observées sont respectivement de 2,1 logyq, et > 3,7 logye.

Pour Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 et Mycobacterium terrae CIP 104321, les réductions du nombre de
microorganismes viables présents sur les sutfaces tests ne sont pas nulles (1,7 log)o et 1,8 log,, respectivement)
tnais restent inférieures aux exigences des normes (2 log,g).
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d) Surfaces SEBS:

i} Validation des conditions d’essais :

Tableau VII: Validation des valeurs logarithimiques du nombre de microorganismes viables présents sur la surface
immédia:}emen’r aprés contamination des surfaces SEBS sans agent anfimicrobien: (Lma = Lmin}{Lmoyen) 0,2, Lmac:
logarithme maximum du nombre de microorganismes viables ; Lo ¢ logarithme minimal du nombre de microorganismes
viables ; Lmoye : moyenne des logarithimes du nombre de microorganismes viables pour les trois surfaces test sans agent
antimicrobien.

Essai 1 Fssai 2 Essai 3
(Lm“) (Lmln) Lmnyen (Lrna: - Lmin)f(Lmn)en)
Pseudomonas aeruginosa
CIP 103467 5,94 5,83 5,87 5,88 0,02
Staphylococcus aureus ;
CIP 4.83 547 542 5,43 5,44 0,01
Fscherichia coli _
CIP 54127 5,96 5,80 5,92 5,89 0,03
Mycaobacterium lerrae
CIP 104321 5,39 5,29 5,35 5,34 0,02

Pour chaque microorganisme test ;

V" (Liax - L)/ (Linoyen) €t inférieur & 0,2 (tableau VII) ;

v Le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des
surfaces {ests SEBS sans agent antimicrobien est bien compris entre 5,0 logg (1,0.10° UFC/surface) et 5,6
logip (4,0.10° UFC/surface) pour les souches de Staphylococcus aureus CIP 4.83 et Mycobacterium terrae
CIP 104321, Pour les souches de Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 et Escherichia coli CIP 54127, le
nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des surfaces
test sans agent antimicrobien est légérement supérieur au niveau de contamination maximal souhaité
(7,7.10° UFC/surface soit 5,88 logio/surface pour Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 et 7,9.10°
UFC/surface soit 5,89 loge/surface powr Escherichia coli CIP 54127 au licu de 4.0.10° UFC/surface). Ces
légers écarts aux exigences de la nomie JIS Z 2801: 2000 ne remettent pas en cause la validité des
conditions d’essai.

Le nombre moyen de microorganismes viables retrouvés sur la surface test sans agent antimicrobien aprés
24 heures d’incubation est supérieur & 1,0.10* UFC/surface (tableau VIII, B) pour les souches dec
Pseudomonas aeruginosa CIP 103467, Staphylococcus aureus CIP 4.83 et Escherichia coli CIP 54127.
Les conditions d’essais sont donc considérées comme valides pour ces trois microorganismes. En revanche,
le nombre moyen de microorganismes viables retrouvés sur la surface sans agent antimicrobien aprés 24
heures d’incubation est inférieur & 1,0.10° UFC/surface pour la souche de Mycobacterium terrae CIP
104321 (7,2.10% UFC/surface). Les conditions ne peuvent donc pas étre considérées comme valides pour ce
microorganisme test.

Le présent rapport ne doft pas St repmdull, sinon dans son intégralitd, sans Favtorisation dorile de Ristech Gomande
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ii) Essais proprement dits :

Tablean V1L : Evaluation de l'activité antimicrobienne des surfaces SERS vis-d-vis de chaque microorganisme test pour un
temps de contact de 24 & 1 heupes & 35 £ 1°C. A: nombre moyen de micreorganismes viables sur la surface test
immédiatement aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien ; B : nombre moyen de microorganismes viables
sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces sans agent antimicrobien ; C: nombre moyen de
microorganismes viables sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces avec agent antimicrobien; R :
activité antimicrobienne.

A B C R
{Nb. UFC/surface} | (Nb. UFC/surface) | (Nb. UFC/surface} [Log (B/C)]

Pseudomonas aeruginosa 5 7 7

CIP 103467 7,7.10 1,1.10 1,1.10 0,0
Staphylococeus aureus 5 5 o

CIP 4.83 2,810 2,1.10 8,6.10 0,4

Escherichia coli 5 5 1
CIP 54127 7.9.10 7.6.10 <1,4.10 > 4,6

Mycobacterinm terrae 5 2 5

CIP 104321 2,2.10 7,2.10 3,1.10 0,9

D’aprés les résuliats des essais présentés dans le tableau VIII, ’activité antimicrobienne de la surface plastique
SEBS (cf, tableau VIII, C) entraine une réduction d’au moins 107 fois du nombre de microorganismes viables
lorsque le microorganisine test est Escherichia coli CTP 54127, Pour cette souche, la réduction ogarithmique
observée est > 4,6 log;,.

Pour Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 et Staphylococcus aurens CIP 4.83, les réduciions du nombre de
microorganismes viables présents sur les surfaces tests sont nufies.

Bien que les conditions d’essai ne sofent pas validées pour Mycobacterium terrae CIP 104321, la réduction du
nombre de microorganismes viables présents sur les surfaces tests n’est pas nulle (0,9 logo) mais reste inférieure
aux exigences des normes (2 logyg). La réduction observée ne peut &tre attribude a Pagent antimicrobien.

Lo présent vapport ne dofl pas Sie reptodit, sines dans son Intéaralité, sans Fauforisation &orie do Bivfech Gennands
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VI : CONCLUSIONS @

Selon les résultats obtenus dans les conditions de test définies, une activité antimicrobienne conforme aux
exigences des normes JES Z 2801 2000% et JIS 7 2801: 2006 (réduction d'au moins 10? fois du nombre de
microorganismes viables déposés sur la surface test en 24 heures de contact 3 35+1°C) est observée pour :

- les surfaces PC R903B et ABS lorsque les microorganismes tests sont Pseudomonas aeruginosa CIP
103467, Staphylococcus anreus CIP 4.83 et Escherichia coli CIP 54127 ;

- les surfaces en polypropyléne lorsque les microorganismes tests sont Stapliylococcus aureis CIP 4.83 et

Escherichia coli CIP 54127 ;
- les surfaces SEBS lorsque le microorganisme test est Escherichia coli CIP 54127,

Bien qu’inférieures aux exigences des normes, une activité non négligeable est également observée pour :

- les surfaces PC RO03B vis-a-vis de Mycobacteritim terrae CIP 104321 (véduction de 1,21 logyo) et Candida
albicans CIP 4872 (réduction de 0,86 logye} 3

- powr les surfaces ABS vis-a-vis de Mycobacterium terrae CIP 104321 (réduction de 1,45 loge),
Mycobacterinm avinm CIP 105415 (réduction de 1,61 log,o) et Candida albicans CIP 4872 (réduction de 1,11
logyo) 3

- pour les surfaces en polypropyléne vis-a-vis de Psendontonas aeruginosa CIP 103467 (réduction de 1,7
log,o) et Mycobacterinim terrae CIP 104321 (réduction de 1,8 logyq).

VII : REFERENCES :

1. JIS 7 2801: 2000 — Antimicrobial products: Test for antimicrobial activity and efficacy.

2. JIS Z 2801 : 2006 — Antimicrobial products : Test for antimicrobial activity and efficacy, Amendment |

3. NF EN 12353: 2006 — Conservation des souches microbiennes utilisées pour Ia détermination de I'activité
bactéricide, mycobactéricide, sporicide et fongicide.

VIII : BONNES PRATIQUES DE LABORATOIRE:

Cette étude a &6 réalisée conformément aux exigences générales de la norme NF EN ISO/CEN 17025 (2005)
relative aux compétences des laboratoires d'étalonnages et d'essais.

Le département Assurance Qualité a vérifié que ce rapport décrivait avec précision les procédures utilisées ct
que les résultats et conclusions présentés reflétaient les valeurs brutes de l'étude. Les procédures opérationnelies
standards et les bonnes pratiques de laboratoire ont &t suivies dans cette étude.

Les données originales de ce rapport, les cahiers de manipulation, les protocoles et le rapport d'étude final sont
stockés dans les archives de Biotech-Germande sous la péférence "546.LEG.07".

Date  15/06/2009

Christine AH-DIP Signature ¢
Responsable Assurance Qualité

Marléne RICHARD Date  15/06/2009

Direcirice adjointe du laboratoire

Lionel PINEAU Date  15/06/2009

Directeur Général et Scientifique

Le pefsent rappott e doit pas &t reproduil, sinen dens son Intdgralitd, sans Fautorisation &erite de Biatech Gennmde
BIOTECH-GERMANDE
SAS au capial de 122 000 Buros  N° SIRET :423 865 439 00026 RCS Marseille  APE : 71X0B
Pare Scientifique de Luminy — 163 Avenue de Luminy — case 927 - 13288 MARSFILLE cedex 9 18/18
Tel : 3304 01 8282 40 Fax :33(0M4 91 528249 Email: biotech.germandeidiwanadoo. fr




8I5.LEG09.1

b

BIOTECH-GERMANDE

Hyciese-FormatTion-EvarutartionN
Recuercue ¢ DEVELOPPEMENT

EVALUATION DE L'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE
D'UNE SURFACE PLASTIQUE SELON UNE METHODOLOGIE
BASEE SUR LES NORMES
JIS Z 2801 : 2000 ET JIS Z 2801 : 2006

Surfaces ABS marquées par tampographie

Rapport rédigé par : Dr Marléne RICHARD

Marseille: le 30 novembre 2009
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I: DESCRIPTION DE L'ETUDE:

Intitulé: BEvaluation des activités antimicrobicnnes d'unc surface plastique selon
une méthodologie basée sur les normes JIS Z 2801: 2000 et JIS Z 2801:
2006. Surfaces ABS marquées par tampographie

Référence interne: Etude n® §15.LEG.09

Commanditaire : LEGRAND
128, av, du Maréchal de Lattre de Tassigny
87045 Limoges Cedex
Contact: Mme ARBOGAST

Période d'essai: 02/11/2009 au 26/11/2009,

Responsable étude : Dr Marléne RICHARD

Essais réalisés par : Isabelle SEVEROVIC

Laboratoire d'essal : Laboratoive BIOTECIH-GERMANDE

Pare Scientifique de Luminy
163 Avenue de Luminy — Case 927
13288 Marseille Cedex 9

II : ORJECTIF DE L'ETUDE :

Déterminer dans les conditions expérimentales décrites dans les normes JIS 7 2801: 2000 ¢t JIS Z 2801:
20067, la capacité de la surface plastique ABS marquée par tampographie a réduire en 24 heures a
35£1°C, d'au moins 10? fois le nombre de microorganismes viables déposés sur la surface test.

“III : MATERIEL

a) Surfaces antimicrobiennes :

3 surfaces ABS marquées par tampographie avec
agent antimicrobien et 6 surfaces ABS sans agent
antimicrobien sont utilisées pour évaluer D’activité
antimicrobienne de ces surfaces vis-3-vis de chaque
souche microbienne.

5

Figure 1: Surface plastique ABS
marquée par fampographie
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Souches microbiennes ¢

Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 Escherichia coli CIP 54127
Staphylococcus aureus CIP 4.83 Mycobacterium ferrae CIP 104321
Candida albicans CIP 4872

Les conditions de conservation et de contrdle des souches utilisées pour la détermination de I'activité
bactéricide, mycobactéricide, sporicide et fongicide sont celles décrites dans la norme Frangaise NF EN
12353 @,

Milieu d'entretien et de dénombrement :

Pour Pseudomonas aeruginosa CIP 103467, Staphylococcus aurens CIP 4.83 et Escherichia coli CIP
54127 :
Gélose trypticase soja

Gélose TS (BIOMERIEUX B L R 40 g

Eau distiliée: -----------==rrrmr e q.8.p. 1000 ml

Stérilisé 4 l'autoclave (121°C, 21 mmutes)

Pour Mycobacterium terrae CIP 104321:

Gélose 7TH10
Mycobacteria 7TH10 agar (Difco ASQ6271 7 mmrmsssssseseneen oo 21 g
Glycerol (Sigma G5150)----------=-mmmrmmmms e S
Middle Brook OADC Enrichment (leco AST01886 )------mmmmmmme o1 0% (W)

Eau distiltée; - ooy q.8.p. 1000 ml
Stérilisé & l'autoclave (121 °C, 21 mmutes). :

Pour Candida albicans CIP 4872 ;
Gélose 4 I’exirait de malt

Pepione de soja (SIGMA P-1265) ;- mrmmmsmsmssmrmssmmns s ones e 3g
Extrait de malt (SIGMA MO0383) ;- 30g
Agar (SIGMA AS5306) ;----mrr-rmrmmmmmrrsmrms s oo oo 15g
Fau distillée; - ooy q.s.p. | litre

Stérilisé & l'autoclave (121°C, 21 minutes).

Solution de récupération :

Tween 80 (STGMA P17-54) i-rweeonsssrrosmm oo 50 mi
Thiosulfate de sodium (SIGMA S85-03 ). ----r-msrrrrmsssmmmrmrsmsen s emme oo 10g
Saponine (SIGMA 5§79-00) : ----s-sssmrreemee - semnnsnaaes 5g
Lécithine (SIGMA. P53-94) 1 rrooesmmmrorrrros oo oo oo 10g
Bouillon trypticase soja @ =---rmmmrmmrrmrmr s q.5.p.500 ml

Stérilisé A Mautoclave (121°C, 21 minutes).
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e) Diluant :
1)  Solution stock
Tampon phosphate 16X (1000mdM, pH 7.0} :
Phosphate de sodinm dibasique, Na2HPO4 TH20 1-—----morermrmmroeas 144.5¢
Phosphate de potassium monobasique, KH2ZPO4 ------mmeeesremnmmnneeessd 71.2¢g
Eau distillée: ----mmmmmmmmmmmmmes ooy q.s.p. 1 litre
Stérilisé 3 l'autoclave (121°C, 21 minutes).
ii) Solution de travail
Tampon phosphate 1X (180mM, pIi 7.0) :
Tampon phosphate 10X (1000mM, pH ) s 100 ml
Eau distillée; ----r---mmreeemmeeees - Sy q.5.p. | litre
IV :  METHODE :
a) Suspension d'essai :
Pour chaque microorganisme, la suspension d'essai du microorganisme test est préparée dans le dilvant (cf,
TiLe.ii). La suspension d'essai du microorganisme test est ajustée de fagon 4 obtenir entre 2,5.10° et 10.10°
UFC/ml, conformément aux recommandations de Ia norine JIS 7 2801 20001, Le titre exact de chaque
suspension d'essai (Tc) est vérifié & chaque essai par une méthode validée ot spéeifique & chaque
microorganisme,
b) * Contamination des surfaces & tester :

Chaque surface test, soit 3 surfaces ABS marquée par tampographie avec agent antimicrobien et 6 surfaces
ABS sans antimicrobien, est placée dans une boite de Pétri, Ia face greffée exposée vers le haut. 400 pl de
la suspension d'essai sont déposés sur chacune des surfaces puis recouverts par deux lamelles en verre (22
x 40 mm) de fagon & répartir la suspension d’essai sur une surface de 1760 mm?

L peésent rapport 1ie doil pas s reprodall, sinon dans son Inlégraliid, sanxs Vewterisotion forife de Biolech Genmnde
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400 pldela Couverclede la
;.1 . Lamellesde verre . )
suspension d’essal —— I . boite de Pétri
I 7 <
>3 L
Boite de Pétri ———> B P Surfaced fester
Surfaced tester >
400 pldela >
suspension d’essai
Lamellesde veire >
Boite de Pétri

Figure 2 : Contamiration de la surface test par la suspension d'essai recouverte de lamelles en verre
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Incubation des surfaces contaminées :

Aprés contamination, les 3 surfaces ABS marquées par tampographie avec agent antimicrobien et 3 des six
surfaces ABS sans agent antimicrobien sont incubées & 35 = 1°C pendant 24 + 1 heures. Parallélement, les
3 autres surfaces sans agent antimicrobien sont traitées immédiatement afin de déterminer le niveau de
contamination initial des surfaces (cf ; IV.d).

Détermination du niveau de contamination des surfaces tests :

Immédiatement aprés la contamination ou aprés incubation des surfaces, les microorganismes viables
présents sur la surface sont dénombrés. Pour cela, dans un premier temps, les lamelles de verre sont
précautionneusement retirées de la surface et transférées dans un tube contenant 10 ml de solution de
récupération et environ 1 mi de billes de verre de 0,25 4 0,50 mm de diamétre. Les tubes contenant les
lamelles de verre sont sowmnis 4 une agitation manuelle afin de décrocher les microorganismes. Dans un
deuxidme temps, la surface est reconverte de 5 mi de solution de récupération puis est grattée  Iaide d'un
grattoir 3 cellule et est rincée avec 5 ml supplémentaire de solution de récupération. Le volume de la
solution de récupération contenant les microorganismes est recueilli dans la boite de Pétri et transféré dans
le tube contenant les lamelles de verre correspondantes. Le nombre de microorganismes viables présents
par millilitre de milieu réactionnel est déterminé par dilutions successives au 1/10 et inclusion de Iml de
chaque dilution en milieu de dénombrement spéeitique du microorganisme testé.

Aprés incubation 4 la température spécifique du microorganisme test, les colonies apparues sont
dénombrées et les résultats exprimés en nombre d'UFC présent par surface test.

Conditlons d‘e:ssai !

Conformément aux exigences de la norme JIS 7 2801: 2000, les essais sont jugés satisfaisants si les
conditions d’essai suivantes sont remplies :

i) Valeur logarithmique du nombre de microorganismes viables sur la surface immédiatement apres
contamination des surfaces sans agent antimicrobien ;

(Lma.\t = Lmin)/ (Lmoyen) 5032

Avec L. Logarithme maximun du nombre de microorganismes viables sur la surface;
Lya : Logarithme minimal du nombre de microorganismes viables sur la surface;

Linoyen: Moyennie des logarithmes du nombre de microorganismes viables sur la surface
pour les trois surfaces test sans agent antimicrobien.

ii) Le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des
surfaces test sans agent antimicrobien doit étre compris entre 1,0.10° (5,0 logy) et 4,0.10°
UFC/surface (5,6 logyg).

iii} Le nombre de microorganismes viables sur chacune des surfaces test sans agent antimicrobien
incubées 24 heures ne doit pas étre inférieur & 1,0.10* UFC/surface (4 logye).
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f) Expression de Factivité antimicrobienne

Lorsque les conditions d’essai sont validées, I"activité antimicrobienne des surfaces test est déterminée en
utilisant la formule suivanie ;

R = [log (B/A) — log (C/A)] = {log (B/C)] -

Avec R: La valeur de ’activité antimicrobienne ou facteur de réduction ;

A: Nombre moyen de microorganismes viables immédiatement aprés
contamination des surfaces sans agent antimicrobien ;

B : Nombre moyen de microorganisines viables aprés 24 heures d’incubation sur
les surfaces sans agent antimicrobien ;

C: Nombre moyen de microorganismes viables aprés 24 heures d’incubation sur
les surfaces avec agent antimicrobien.
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V : RESULTATS !

a) Validation des conditions d'essai :

Fableau 1: Validation des valeurs logarithmiques du rombre de microorganistes viables présents sur la surface
immédiatement aprés contamination des surfaces ABS sans agent antimicrobien : (L - Lian){Tmayen) <0,2. Lanss:
logarithme maximum du nombre de microorganismes viables ; Ly : logarithme minimat du nombre de microorganismes
viables ; Lmoyen : moyenne des logarithmes du nombre de microorganismes viables pour les trois surfaces test sans agent
antimicrobien.

Pseudogngg;;egghwsa 5,03 4,91 5,00 4,98 0,025
Sfaph}’fg]rz’gzc-g; aureus 4,93 4,88 492 | 401 0,001
Eszglgz"; 76‘0” 6,07 6,01 6,04 6,04 0,009
e izt B e B A i
Candida albicans 6,04 5,81 5,93 5,93 0,040

CIP 4872

Pour chaque microorganisme test :

v (Lyax = Linin){Linoyen) €5t inférieur 4 0,2 (tableau I ;

v" Le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des
surfaces test sans agent antimicrobien est bien compris entre 5,0 logo (1,0.10° UFC/surface) et 5,6
logyy (4,0.10° UEC/surface) pour la souche de Pseudomonas aeruginosa CIP 103467. Pour les

-souches d’Escherichia coli CIP 54127 et de Candida albicans CIP 4872, on observe un dépassement
du niveau de contamination maximal souhaité (respectivement 1,1.10° UFC/surface et 8,7.10°
UFC/surface au lieu de 4,0.10° UFC/surface). Pour les souches de Stapfiviococcus aureus CIP 4.83 et
Mycobacterium terrae CIP 104321, le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement
présents aprés la contamination des surfaces test sans agent antimicrobien est ¥égérement inférieur au
niveau de contamination minimal souhaité (respectivement 8,1.10° UFC/surface et 2,0.10*
UFC/surface au lieu de 1,0.10° UFC/surface). Ces légers &caris aux exigences de la norme JIS Z 2801:
2000 ne remettent pas en cause la validit¢ des conditions d’essais puisque pour chague
microorganisme test, le nombre moyen de microorganismes viables retrouvés sur [a surface test sans
agent antimicrobien aprés 24 heures d’incubation est supéricur 4 1,0.10* UFC/surface (tableau 11, B).

Les conditions d’essais sont donc considérées comme valides pour chagque microorganisme test.
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b) Essais proprement dits :

Tableau II : Evaluation de factivité antimicrobienne des surfaces ABS marquées par tampographie vis-a-vis de chaque
microorganisme fest pour un temps de contact de 24 £ 1 heures & 35 2 1°C. A : nombre moyen de microorganismes
viables sur la sutface test immédiatement aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien ; B : nombre
moyen de microorganismes viables sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces sans agent
antimicrobien ; C: nombre moyen de microorganismes viables sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les
surfaces avec agent antimicrobien ; R : activité antimicrobienne.

{(Nb, UFg'surface) (Nb. UFg/surface) {Nb. UFg’surFace) [Log I({BfC)]
Pseudagg;}ag;egginasa 9,610 4,7.10° <14 >5,5
Stapk U"'é’l‘f;ff_g; aureus 8,1.10° 1,8.10" 2,1.10" 3,0
E“Cé’l"iﬁ"'gg’i‘;"’ f 1,1.10° 7,2.10° 3,0.10% 3,4
Mycobacterium terrae 2,0.10* 21100 | <m >3
Candida albicans 8,7.10° 6,8.10° 1,0.10° 0,6

D’aprés les résultats des essais présentés dans le tableau T0, P’activité antimicrobienne de la surface plastique
ABS marquée par tampographie (cf. tableau 11, C) entraine une réduction d’au moins }02 fois du nombre de
microorganismes viables lorsque les microorganismes tests sont : Psewdomonas aeruginosa CIP 103467,
Staphylacoccus aureus CIP 4.83, Escherichia coli CIP 54127 ct Mycobacterium tervae CIP 104321, Pour
ces quatre souches, les réductions logarithmiques observées sont respectivement de >5,5 logq, 3,0 logyg, 3,4
logget > 3,2 logyq.

Pour Candida albicans CIP 4872, ia réduction du nombre de microorganismes viables présents sur les
surfaces tests n’est pas nulle (0,6 log)o) mais reste inférieure aux exigences des normes (2 log;y).
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VI :

CONCLUSIONS ¢

Les résultats obtenus démontrent que la surface plastique ABS marquées par tampographie entraine
une réduction d'au moins 10? fois le nombre de microorganismes viables déposés sur la surface test en
24 heures de contact & 35£1°C quand les microorganismes tests sont Psendomonas aeruginosa CIP
103467, Staphylococcus aurens CIP 4.83, Escherichia coli CIP 54127 ot Mycobacterium terrae CIP
104321.

Une activité non négligeable est également observée sur Candida albicans CIP 4872 avec une réduction
logarithmique de 0,6 logyg.

VIIL :

REFERENCES :

{. JIS Z 2801: 2000 — Antimicrobial products: Test for antimicrobial activity and efficacy.

2. JIS Z 2801 : 2006 — Antimicrobial products : Test for antimicrobial activity and efficacy, Amendment 1

3. NF EN 12353 2006 — Conservation des souches microbiennes utilisées pour la détermination de
Iactivité bactéricide, mycobactéricide, sporicide et fongicide.

VIII:

BONNES PRATIQUES DE LABORATOIRE:
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EVALUATION DE L'ACTIVITE VIRUCIDE
D'UNE SURFACE PLASTIQUE SELON UNE METHODOLOGIE
BASEE SUR LES NORMES
JIS Z 2801 : 2000 ET JIS Z 2801 : 2006

Surfaces ABS marquées par tampographie

Rapport rédigé par : Dr Marléne RECHARD

Marseille: le 30 novembre 2009
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I : DESCRIPTION DE L'ETUDE:

Intitulé: ' Evaluation de Dactivité virucide d’une swrface plastique selon une
méthodologic basée sur les normes JIS Z 2801: 2000 et JIS Z 2801:
2006, Surfaces ABS marquées par tampographie

Référence interne: Etude n® 815.LEG.09

Commanditaire : LEGRAND
128, av. du Maréchal de Latire de Tassigny
87045 Limoges Cedex
Contact: Mr. HASBROUCK

Période d'essai: 06/11/2009 an 23/11/2009,

Responsable étude : Dr Marléne RICHARD

Laboratoire d'essai : Laboratoire FONDEREPHAR

Laboratoire de bactériologie, virologie et Microbiologie Industrielle

II : OBJECTIF DE L'ETUDE :

Déterminer dans les conditions expérimentales décrites dans les normes JIS Z 2801: 2000V et JIS Z 2801:
2006%, 1a capacité de la surface plastique ABS marquée par tampographie & réduire en 24 heures &
35£1°C, d'au moins 10° fois le nombre d’unités infecticuses de I’Enterovirus type I et de I'Influenza virus
A (HINT),

III: MATERIEL :

" @) Surfaces antimicrobiennes et surfaces témoins :

3 surfaces ABS marquées par tampographie avec
agent antimicrobien et 6 surfaces ABS sans agent
antimicrobien sont utilisées pour évaluer I’activité
antimicrobienne de ces surfaces vis-d-vis de chaque
virus.

Figure 1: surface plastique ABS
marquée par fampographie
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b} Souches dessal :
Enterovirus fype o --------ssmmrmser s ARG S A PS Jot n° NIBSC 01/528
Influenza virus A (HIN1) ;- mmmmommoeeeeeeees s ATCC (VR-1520) ot n°7534335

¢} Culture cellulaire * .
Cellules VERQ -+ -wrsssmmmemmsssomes oo ATTC CLL-81, batch n® 3372621
Cellules MDCK: -+ -e-smeemssemm s sssmmm s ATCC CLL-34, batch n® 58078519
Les conditions de conservation et de contrdle de la souche utilisée pour Ia détermination de Iactjvité
virucide est celle décrite dans la norme Frangaise NF EN 14476 4+ A1 : 2007,

d) Diluant, milleu de cubhure et solution de récupération :
EMEM 4 2% de sérum de vean foetal (SVF).

IV : METHODE :

a) Suspension d'essai :
Le titre de la suspension virale est ajustée entre 5,4 log DICTs et 6,0 log DICTs, dans du milieu de culture
EMEM a 2% de SVF,

b) Contamination des surfaces a tester :
Pour chaque nature de surface test, 3 surfaces avec agent antimicrobien et 6 surfaces sans antimicrobien,
sont placées dans une boite de Péuri, la face greflée exposée vers te haut, 480 pl du film viral sont déposés
sur chacune des surfaces puis recouverts par une lame de verre de 50 x 50 nun.

¢} Incubation des surfaces confaminées :
Aprés contamination, les 3 surfaces plastiques ABS marquées par tampographie avec agent antimicrobien
et 3 des six surfaces sans agent antitmicrobien sont incubdes 4 36 + 1°C pendant 24 + 1 heures.
Parallélement, les 3 auires surfaces sans agent antimicrobien sont iraitées immédiatement afin de
déterminer le niveau de contamination initial des surfaces,

d) Détermination du niveau de contemination des surfaces tests :

Immeédiatement aprés la contamination ou aprds incubation des surfaces, le titrage des virus viables
résiduels présents sur la surface est effectué. Pour cela, le film viral esi récupéré par addition de 10 ml
d’une solution neutralisante (milicu de culture EMEM + 2% SVF) par grattage doux 2 I'aide d un grattoir
pour cellules.

La technique de titrage est celle indiquée dans la norme N¥F EN 14476 + Al : 2007. Des dilutions de
raison 4 des suspensions virales sont réalisées dans le milieu de culture cellulaire EMEM en tubes de verre
neutre afin de limiter les phénoménes d’adsorption des virus sur les surfaces.

Le titrage est effectué sur microplaques de 96 puits.

Lo présent rappast nie doit pas tre reproduil, sinon dans son intégralité, sans Tavlerisation forite de Bistech Gomande
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L’effet cytopathique est déterminé aprés 48 heures de culture et PPestimation du nombre d’unités
infectieuses est déterminée par la méthode de SPAERMAN-KARBER en calculant le logarithme négatif
du point limite 50% {log DICTsg) par la formule suivante :

Log DICTS50 = Logarithme négatif de la plus haute concentration de virus utilisée - {(Somme de % affecté
a chaque dilution/100 - 0,5) X (log de dilution)).

Conditions d'essai &

Conformément aux exigences de la norme JIS Z 2801: 20001, les essais sont jugés satisfaisants si les
conditions d’essai suivantes sont remplies :

i) Titre viral sur la surface immédiatement aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien :

(Tmax - Tmin)/ (Tmu)'en) = 0:2

Avec Trax ¢ Titre viral maximum sur la surface;
T s Titre viral minimal sur la surface;

Tioyen: Titre viral moyen sur la surface pour les trois surfaces test sans ageit
antimicrobien,

i) Le titre viral moyen immédiatement présents aprés la contamination des surfaces test sans agent
antimicrobien doit étre compris entre 1,0.10° (5,0 logy) et 4,0.10° unité infecticuse/surface (5,6 logy).

iif) Le titre viral sur chacune des surfaces test sans agent antimicrobien incubées 24 heures ne doit pas
étre inférieur 4 1,0.10% unité infectieuse/surface {4 logyo).

Expression de |'activité virucide :

Lorsque les conditions d’essai sont validées, [activité virucide des surfaces test est déterminde en utilisant
la formule suivanie :

R =[log (B/A) — log (C/A)] = [log (B/C)]

Avec R: La valeur de I"activité virucide ou facteur de réduction ;

A: Nombre moyen de doses infectantes virales 50% (DICTs,) immédiatement
apres contamination des surfaces sans agent antimicrobien ;

B : Nombre moyen de doses infectantes virales 50% (DICTso) aprés 24 heures
d’incubation sur les surfaces sans agent antimicrobien ;

C: Nombre moyen de doses infectantes virales 50% (DICTsg) aprés 24 heures
d’incubation sur les surfaces avec agent antimicrobien.
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V ¢ REsSULTATS:

a) Validation des conditions d'essai :

Tableau I': Validation des titres viraux présents sur la surface immédiatement aprés contamination des surfaces
plastiques ABS sang agent antimicrobien: (Tmax - T Tmoyen) 0,2, Tmax: fitre viral maximur ; Ty titre viral
minimal ; Tmoyen : moyenne des titres viraux pour les trois surfaces test sans agent antimicrobien.

Essai 1 Essai 2 Essai 3
(Tm n;) (Tm in) Tmn_','en (Tm [ S Tm in)/(Tmoyeu)
Enterovirus type I 5,5 53 55 5.4 0,04
Influenza virus A (HIN1) 5,2 5,1 5,1 5,1 0,02

Pour chaque microorganisme test :
Y (Touax - Tenind(Lmagen) €8t inférieur & 0,2 (tablean 1) ;
¥ Les charges virales moyennes immédiatement présentes aprés la contamination des surfaces test sans
agent antimicrobien sont bien comprises entre 5,0 logyo (1,0.10° Ul/surface) et 5,6 logo (4,0.10°
Ul/surface) &’ Enterovivus type 1 et d’Influenza virus A (HIN1),
Les conditions d’essais sont donc considérées comme valides pour chaque type de surface soutnis & Pessai.

b} Essais proprement dits :

Tableau IE: Evaluation de lactivité virucide de la surface plastique ABS marquée par tampographie vis-d-vis de
I'Enteravirus type ! et de I'Influenza virus A (HIN1) pour un temps de contact de 24 x 1 heures & 36 x 1°C. Log A : Log
DICTso sur la surface test immédiatement aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien ; log B: Log
DICTso sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces sans agent antimicrobien ; log C : Log DICTs
sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces avec agent antimicrobien ; R : activité virucide.

R
Log A Log B Log C [Log B - Log C)]
Enterovirus type 1 5,4 53 5,1 0,2
Influenza virus A (HHIN1) 51 4.3 2.2 2,1

Draprés les résultats des essais présentés dans le tableau 1I, la surface plastique ABS marquée par
tampographie entrainent, aprés un temps de contact de 24 heures, une réduction d’au moins 10° fois du
nombre d’unités infecticuses de I'Iyffuenza virus A (H1N1).

Pour UEnterovirus {ype 1, la réduction du titre viral est pratiquement nulle (0,2 logo) et est inférieure aux
exigences des normes (2 logg).
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VI :

CONCLUSIONS

Les résultats obtenus démontrent que la surface plastique ABS marquée par tampographie présente
une d’activité virucide conforme aux exigences des normes JIS Z 2801: 20001 et JIS Z 2801: 2006
(véduction d'au moins 10? fois du rombre d*unités infectieuses déposées sur la surface test en 24 heures
de contact 4 36+:1°C) quand le vivus test est Influenza virus A (HIN1),

Une activité quasi négligeable est cependant observée vis-d-vis de DPEnferovirus type I avec une
réduction de seulement 0.2 log du titre viral,

VII
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