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Objectif

L'objectif de la réalisation de ces analyses et essais est d’évaluer et prouver I’activité
bactéricide, fongicide/levuricide et virucide de I'eau ozonisée générée sur
place & I'aide de I'équipement qui sera testé.

Les normes qui seront mises en place sont les suivantes:

e Lo Norme UNEEN 14476: 2019+A2 - Essai quantitatif de suspension virucide des
antiseptiques et désinfectants chimiques utilisés en médecine (phase 2/étape 1).

e la norme UNEEN 16777:2019 - Essai quantitatif de superficie non poreuse sans
action mécanique pour |'évaluation de I'activité virucide des désinfectants chimiques
utilisés dans le domaine médical (phase 2/étape 2).

e la norme UNEEN 13727:2012+A2:2015 - Essai quantitatif de superficie pour

I"évaluation de I'activité bactéricide dans le domaine médical (phase 2/ étape 1).

e Lo norme UNE-EN 13624:2015 - Essai quantitatif de superficie pour |'évaluation de
I"activité fongicide ou levuricide en médecine (phase 2/ étape 1).

e La norme UNE-EN 13697:2015+A1:2020 - Essai quantitatif de superficie non poreuse
pour |'évaluation de l'activité bactéricide et fongicide des désinfectants chimiques
utilisées dans les produits alimentaires, dans I'industrie, au foyer et dans la collectivité
(phase 2/ étape 2).

De plus, la norme UNEEN 13727:2012+A2:2015 et la norme UNEEN
13697:2015+A1:2020 comprennent outre les souches bactériennes indiquées dans ces
derniéres, Salmonella et Listeria monocytogenes, spécialement intéressantes dans le
domaine de I'industrie alimentaire.

L'équipement chargé de générer |'eau ozonisée fournie par I'entreprise AVET AG a été le
modéle EOS7211-BX / WS1200X (N° de serie: 7211BXNAT101 - Production:
2023).
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CARACTERISATION DE LA COMPOSITION DE L'EAU OZONISEE

Réalisation de I’essai: 15/02/2024
Rapport analytique: 1-3937/24

Méthodologie

Un échantillon d’eau ozonisée générée sur place avec I'équipement fourni par AVET AG
[modelo EOS7211-BX / WS1200X (N° de série: 7211BXNA1101 - Production:
2023)] a été recueilli & partir de I'eau froide du réseau dans le méme laboratoire ou elle

sera analysée.

la mesure de la concentration en ozone et du potentiel REDOX est effectuée
immédiatement aprés la génération de |'eau ozonée.

La méthode employée pour déterminer chaque paramétre est le suivant:

o Concentration d‘ozone: spectrophotométrie UV-VIS (trisulfonate d'indigo de
potassium — longueur d'onde 600 nm).

e Potentiel REDOX: potentiométrie (eau ozonée en circulation).

Résultat

EOS7211-BX /

WS1200X (N° de série:

7211BXNA1101 -
Production: 2023)

Concentration d’ozone dissout

1,62 mg/L

Potentiel REDOX

921 mv

A Oviedo, le 23 Février 2024

'epedal Macias
Directeur technique

inoQua | Institut de Santé Alimentaire
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ESSAI ACTIVITE VIRUCIDE
Norme UNE-EN 14476:2019 + A2:2020

Essai quantitatif de suspension virucide des antiseptiques et désinfectants
chimiques utilisés en médecine (phase 2/ étape 1)

Réalisation de l'essai: 26/02/2024 - 09/03/2024
Rapport analytique: 5052/24

Méthodologie

La méthode stipulée dans ladite norme pour évaluer I'activité virucide de I'eau ozonisée est
fondée sur le calcul de la réduction de l'infectivité des différents virus qui ont été soumis &
I'action de |'eau ozonisée.

Pour ce faire, une solution est préparée avec plusieurs types de virus avec des substances
qui interférent qui doit étre appliquée sur I'échantillon d’eau ozonisée pure et/ou diluée
avec de I'eau dure (300 mg/Kg CaCos).

L'eau ozonée est un liquide transparent et incolore, soluble dans I'eau dure normalisée. Les
concentrations d'eau ozonée choisies pour mener |'essai étaient de 100%, 90% et 30%, et
ce sont celles auxquelles nous nous référerons dans les tableaux de résultats. Cependant, il
convient de noter qu'en raison des processus de dilution lors de I'incorporation de la
solution contenant les virus et les substances interférentes pendant le développement
expérimental, la concentration maximale du produit pouvant étre testée selon la procédure

standard est de 80%.

Le mélange est maintenu & une température spécifique et au long d'une période de temps
définie. Une fois écoulée la durée de contact, une aliquote du mélange est prise, ce qui
neutralise immédiatement |'action virucide de I'eau ozonisée en utilisant une méthode
valable (dilution de I'échantillon dans un milieu qui conserve les cellules & la température
de la glace).

Les différentes dilutions sont transférées aux cultures cellulaires (plaques pétri, tubes, ou
cuvettes de plaques microtitre) que ce soit en monocouche ou en suspension cellulaire. Les
essais d'infectivité sont effectués soit & travers des essais a la plaque soit & travers des
essais quantales.

Suite & I'incubation, et & I'usage de la méthode de Spearman-Karber ou les décomptes a la
plaque, les titres d’infectivité sont calculés et évalués.

La réduction de I'infectivité du virus est calculée & partir des différences des logarithmes
des titres viraux avant (contréle du virus) et suite au traitement avec de |I'eau ozonisée.
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Les souches de virus utilisées ont été:

o Poliovirus type 1. LSc-2ab (Piconavirus) passe 3

e Murine norovirus, souche S99 Berlin passe 2

e Adénovirus type 5, souche Adenoid 75, ATCC VR-5 passe 1
e Virus vaccina ATCC VR-1508 passe 2

Les lignes cellulaires utilisées ont été:

e Vero, réf FTVE, aliquote 2, passes 7, 9, 11
e Raw 264.7, dliquote 3, passes 4, 6, 8

la substance interférente utilisée sous des conditions sales est une solution aqueuse
d’albumine bovine et d'érythrocytes ovins dans une concentration de 3g/L et 3ml/L,
respectivement. Sous des conditions propres la solution aqueuse est faite & base
d’albumine bovine dans une concentration de 0,3g/L.
L'essai a été réalisé a une température de 20°C = I°C.

Le temps de contact a été¢ 1 minute + 10 secondes.

Les températures d'incubation ont été de 36°C+ 1°C et 37°C + 1°C.
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Résultats de |'activité du produit avec Poliovirus type 1 sous des conditions sales.

Log10 TCID50 passés... % .
g 0" Réduction
de
Echantilion |concentration| SU2*2Nee Niveau Fintervalle
interférente cytotoxicité de
confiance
0 min 1 min 30 min | 60 min de 95 %
apres 1 min
équipe AVET AG - 100% 0,5 0,5 26,64%0,34
EOS 7211-8X / 90% 3g/L 0,5 0,5 2550+0,32
WESIR 30% 0,5 6,74 0,43 £ 0,45
Contrdle virus NA 0,3g/L NA 7,07 7,02 NA
Formaldéhyde 0,70% NA 0,5 ND ND 5 3,07 NA
Controle virus du
A 0,70% NA NA 7,08 ND ND 6,91 NA
Formaldéhyde|
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N’A PAS ETE FAIT
Essai de titrage avec Poliovirus type 1 sous des conditions sales.
. . Substance temps de Dilutions (Iogl())a
Echantillon Concentration interférente contact 1 9 3 4 5 6 i 8
0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
equi 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Ai'E'I?: 1 0000 | 0000 | oooo | oooo | oooo | ocoo | oooo
i 90% 3g/L 1 min 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
/ WDS1200X 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 4444 3202 0010 0000
30% 1 min 4444 4444 4444 4444 4444 3223 0201 0000
4444 4444 4444 4444 4444 0332 0012 0000
0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 0,3g/L NA 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 | 4444 4444 4444 1020 0000
0 4444 4444 4444 4444 4444 4444 2200 0120
NA 038/ 4444 4444 4444 4444 4444 4444 1000 0000
Contréle virus i a444 4444 4144 | 4444 4444 3343 1020 0000
1 min 4444 4444 4444 | 4444 4444 2332 3020 0000
4444 4444 4444 | 4444 4444 3312 1010 0000
4444 4444 4444 | 3332 0220 0000 0000
30 min 4444 4444 4444 4333 1003 0000 0000 ND
Formabdéhyd 07 NA 4444 4444 4444 3443 0101 0000 0000
4444 4444 0201 0001 0000 0000 0000
60 min 4444 4444 0020 1000 0000 0000 0000 ND
4444 4444 2001 0000 0000 0000 0000
Contréle 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
cytotoxicité du 0,7 03g/L NA 0000 | 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
Formaldéhyde
0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PAS ETE FAIT ; 1 4 4, virus présent et degré d’effet cytopathique sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Résultats de |'activité du produit avec Adénovirus type 5 sous des conditions sales.

5 Subst Ni &
cchantilon |Goncentration] SoPenee | Nweau | Logi0TciDso passés. :
e Omin | 1min | 30 min | 60 min
EquipE AVET AG - 100% 0,5 0,5 25,67+0,31
EO0S 7211-BX / 90% 3g/L 0,5 0,5 25,24+0,32
e e 30% 0,5 5,66 0,33+041
Controle virus NA 0,3 g/L NA 6,08 6,18 NA
Formaldehyde | o 70% NA 0,5 ND ND 2,58 1,33 NA
Contréle virus
du 0,70% NA NA 6,07 ND ND 5,91 NA
Formaldéhyde
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELAN'APAS ETEFAIT  * Réductionde |'intervalle de confiance de 95 % aprés 1 min

Essai de titrage avec Adénovirus type 5 sous des conditions sales.

= ¥ : Substance temps de Dilutions [Ioglo)a
Echantillon  |concentration | interférente | contact 1 ) 3 2 5 6 7 8
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND

0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

:‘:'I;I'I?BAG < 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

EOS 7211-BX 90% 3g/t 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

/ WDS1200X

4448 | 4444 | 2444 | 4444 3023 0120 0000
30% 1 min 4444 | 4444 4444 | 4444 3302 0011 0000 ND
4444 | 4444 4444 | 4444 3323 0020 0000
0000 | ocooo | oooo | oooo 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 03g/L NA 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
0000 | o0ooo | oooo | o000 0000 0000 0000
4444 | 4444 | aa4a 4444 0322 0000

4444
0 2444 | 4aaa | 4444 | sa4a 4444 0102 | o100 ND

4444 | 4444 | 4444 | 4444 4444 2020 | o000

Contrdle virus I 03el aaaa | aaaa | assa | a444 4213 3001 0000
1 min 4444 | a4aa | a44a | 4424 4332 2002 1000 ND

2244 | 4444 | 4444 | a44a 4211 1002 | o000

2444 | 3323 | 2001 | o000 0000 0000 | 0000
30 min 2444 | 2333 | oo10 | oooo 0000 0000 | o000 ND

—— i3 A aa44 | 2033 | 2000 | o000 0000 0000 | 0000

0302 | 2100 | oooo | oooo 0000 0000 | 0000
60 min 2030 | ooo1 | oooo | oooo 0000 0000 | o000 ND

2020 | 0200 | oooo | o000 0000 0000 | o000

Contréle o000 | oooo | o000 | 0000 0000 0000 | 0000
cytotoxicité du 0,7 03g/L NA 0000 | oooo | oooo | oooo 0000 0000 0000 ND

Formaldéhyde

0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PAS ETE FAIT ; 1 3 4, virus présent et degré d'effet cytopathique sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de |ésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité

CARACTERISATION DE L'EAU OZONISEE ET VALIDATION DE SU CAPACITE DESINFECTANTE- AVET AG

Page 7 sur 54



O .
avet ino(( Jua | Instituto

de SALUD ALIMENTARIA

Résultats de I'activité du produit avec Norovirus murin sous des conditions sales.

Echantillon  [Concentration _Subste'mce vaeau_ e 2 Ll T.Cleo passé.s... 2 *
interférente | cytotoxicité | 0 min 1 min 30 min | 60 min
equipo AVET AG - 100% 0,5 0.5 e s
Modelo EOS 7211- 95% 3g/L 0,5 0,5 25,28 +0,30
BX / WDS1200X 30% 0,5 5,57 0,41 +0,37
Controle virus NA 0,3g/L NA 5,99 6,03 NA
Formaldéhyde 0,70% NA 0,5 ND ND 3,16 1,74 NA

Controle virus
du 0,70% NA NA 6 ND ND 5,82 NA

Formaldéhyde

NA: NON APPLICABLE ; ND : CELAN'APAS ETE FAIT  * eductionde |”intervalle de confiance de 95 % aprés 1 min

Essai de titrage avec Norovirus murin sous des conditions sales.

— 3
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
Ensiiipe 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
AVET AG - 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
EOS 7211-BX 90% 3g/L 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
/ WDS1200X 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 2113 0011 0000
30% 1 min 4444 4444 4444 4444 2322 2000 0000 ND
4444 4444 4444 4444 2321 0000 0000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 0,3g/L NA 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 4444 0210 0000
0 4444 4444 4444 4444 4444 2012 2000 ND
4444 4444 4444 4444 4444 1000 0010
Contréle virus NA 0.3g/L
4444 4444 4444 4444 3324 3011 0000
1 min 4444 4444 4444 4444 3333 2002 0000 ND
4444 4444 4444 4444 2334 3022 0000
4444 4444 2001 0000 0000 0000 0000
30 min 4444 4444 0110 1000 0000 0000 0000 ND
Formaldéhyde 0,7 NA 4444 4444 3002 2000 0000 0000 0000
4444 1000 0000 0000 0000 0000 0000
60 min 4444 0200 0000 0000 0000 0000 0000 ND
4444 2001 0000 0000 0000 0000 0000
Contréle 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
cytotoxicité du 0,7 0,3g/L NA oooo | oooo | oooo | oooo 0000 0000 0000 ND
Formaldéhyde
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PAS ETE FAIT ; 1 3 4, virus présent et degré d’effet cytopathique sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Résultats de I'activité du produit avec Virus vaccina sous des conditions sales.

Log10 TCIDS0 passés... Réduction
de
Echantillon |Concentration S Niveau Fintervalle
interférente cytotoxicité de
. , - s confiance
0 min 1 min 30 min | 60 min | 4ag59
aprés 1 min
équipe AVET AG - 100% 0,5 0,5 26,70+ 0,35
EOS 7211-BX / 90% 0,3g/L 0,5 0,5 26,25+0,29
T 30% 0,5 6,73 0,36 40,41
Contréle virus NA 0,3 g/ L NA 7,07 7,02 NA
Formaldéhyde 0,70% NA 0,5 ND ND 5 3,07 NA
frabfievnnnl  o70% NA NA 7,08 ND ND 6,91 NA
Formaldéhyde|
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N’A PAS ETE FAIT
Essai de titrage avec Virus vaccina sous des conditions sales.
T a
Echantilon |Concentration| Sulstznce | [emsde | owtowlogdl
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
il 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
AT N 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
i AR 90% 03g/L 1 min 0000 0000 0000 | 000D 0000 0000 0000 ND
/ WDS1200X 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 4444 3202 0010 0000
30% 1 min 4444 4444 4444 4444 4444 3220 0202 0000
4444 4444 4444 | 4444 4444 0313 1012 0000
0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 0,3g/L NA 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 4444 4444 1020 0000
0 4444 4444 4444 | 4444 4444 4444 2201 0120
4444 4444 4444 | 4444 4444 4444 1000 0000
Contréle virus| ~ NA oo 2448 | 4444 | as44 | a4aa | 444 3343 | 1020 | 0000
1 min 4444 4444 4444 | 4444 4444 2332 3020 0000
4444 4444 4444 4444 4444 3312 1010 0000
4444 4444 4444 3332 0220 0000 0000
30 min 4444 4444 4444 | 4333 1003 0000 0000 ND
Co—T— 07 - 4444 4444 4444 3443 0101 0000 0000
4444 4444 0201 | 0001 0000 0000 0000
60 min 4444 4444 0020 1000 0000 0000 0000 ND
4444 4444 2001 0000 0000 0000 0000
Contréle 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Eﬁ?ﬁ?ﬁi‘éﬁi :e" 0,7 03g/L NA o000 | ooco | oooo | oooo 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N’A PAS ETE FAIT ; 13 4, virus présent et degré d’effet cytopathique sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Validation des résultats de I'essai sous des conditions sales

Poliovirus type 1

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes): log107:1?
Niveau de cytotoxicité: log100>°
Maximum détectable d’inactivation virale: log10¢:44

Adénovirus type 5

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes): log10¢:1?
Niveau de cytotoxicité: log100°2
Maximum détectable d'inactivation virale: log10°¢7

Norovirus murin

Titrage de la suspension virale pour le virus contrdle (60 secondes): log 101

Niveau de cytotoxicité: log10058

Maximum détectable d’inactivation virale: log10°°7

Virus vaccina

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes): log107:2°

Niveau de cytotoxicité: log100>°

Maximum détectable d’inactivation virale: log1047°

Preuve de référence (formaldéhyde 1,4 %)

Niveau de cytotoxicité du formaldéhyde & 0,7 %: log10°°
Quantification virale dans la preuve de référence (formaldéhyde) aprés 60 minutes et avec
. Poliovirus type 1: log103 1"
. Adénovirus type 5: log10'"2°
« Norovirus murin: log10'73
+ Virus vaccina: log10%'®

Intervalle de Confiance

Titrage du virus avec un intervalle de confiance de 95 % (60 secondes)
. Poliovirus type 1: log109¢72:0.34
. Adénovirus type 5: log10914:031
. Norovirus murin: log109¢440.29
e Virus vaccina: log 10706030

Contrdle d'interférence de la suscepfibilité cellulaire :

Titrage de la suspension virale avec des cellules non traitées par la solution d’essai du désinfectant

« Poliovirus type 1: log10%88

« Adénovirus type 5: log10%?

 Norovirus murin: log10°'8
e Virus vaccina: log10%7!

CARACTERISATION DE L'EAU OZONISEE ET VALIDATION DE SU CAPACITE DESINFECTANTE- AVET AG

Page 10 sur 54



O .
avet inoQua Instituto

de SALUD ALIMENTARIA

Titrage de la suspension virale avec des cellules traitées par la solution d'essai du désinfectant
« Poliovirus type 1: log10°4/

« Adénovirus type 5: log10°°°

 Norovirus murin: log10°°¢

e Virus vaccina: log104%

Controle de I'efficacité de suppression de I'activité du produit:

Titrage de la suspension virale aprés 30 minutes d’incubation dans un bain de glace, sans contact
du virus avec le désinfectant.

e Poliovirus type 1: log107:22

e Adénovirus type 5: log10°72

e Norovirus murin: log10¢'3

e Virus vaccina: log107'
Titrage de la suspension virale en exposant le virus au désinfectant et incubation pendant 30
minutes dans un bain de glace.

e Poliovirus type 1: log10°¢!

e Adénovirus type 5: log1057*

e Norovirus murin: log10°:%

e Virus vaccina: log10¢%

En guise de conclusion, il faut indiquer que |'eau ozonisée générée grace a
I’équipement EOS7211-BX / WS1200X (N° de serie: 7211BXNA1101T -
Production: 2023) respecte la norme UNE-EN-14476: 2019+A2 sous des
conditions sales aux concentrations de 100% (1,62ppm) et 90% (1,46ppm) &
un temps de contact d’1 minute en faisant preuve au moins d’une réduction
logarithmique décimale de 4 de I'infectivité des virus suivants:

Poliovirus type 1, avec une réduction de > 6,64 + 0,34 TCID50
Adénovirus type 5, avec une réduction de > 5,67 + 0,31 TCID50
Norovirus murin, avec une réduction de > 5,57 + 0,31 TCID50
Virus vaccina, avec une réduction de > 6,70 + 0,35 TCID50

Tous les contréles et validations se trouvent dans les limites acceptées.

A Oviedo, le 16 mars 2024

Lepedal Macias
Directeur technique
inoQua | Institut de Santé Alimentaire
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Résultats de |'activité du produit avec Poliovirus type 1 sous des conditions propres.

Log10 TCIDS0 passés... Réd:l?tion
e
Echantillon [Concentration Subst:?nce PR l'intervalle
interférente cytotoxicité de
confiance
Omin | 1min | 30 min | 60 min | de95%
aprés 1 min
équipe AVET AG - 100% 0,5 0,5 26,65+0,31
EOS 7211-BX / 90% 0,3g/L 0,5 0,5 25,3140,27
W 30% 0,5 6,72 0,36 40,32
Contrble virus NA 03g/L NA 7,07 | 7,02 NA
Formaldéhyde 0,70% NA 0,5 ND ND 5 3,07 NA
Contréle virus du
Formaldéhyde| 0,70% NA NA 7,08 ND ND 6,91 NA
[NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PAS ETE FAIT

Essai de titrage avec Poliovirus type 1 sous des conditions propres.

Echantillon  |concentration ?&25#2?55& Eir:t%sctd i - - . Dilu:ions {Joglg)a - . .
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
Eniin 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
AVET AG - 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
EOS 7211-8X 90% 0,3g/L 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
/ WDS1200X 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 4444 3211 0010 0000
30% 1 min 4444 4444 4444 4444 4444 3221 0202 0000
4444 4444 4444 4444 4444 0332 0012 0000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 0,3g/L NA 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 4444 4444 1021 0000
0 4444 4444 4444 4444 4444 4444 2201 0120
4444 4444 4444 4444 4444 4444 1000 0000
Contréle virus NA 03¢/l
4444 4444 4444 4444 4444 3343 1020 0000
1 min 4444 4444 4444 4444 4444 2332 3020 0000
4444 4444 4444 4444 4444 3312 1012 0000
4444 4444 4444 3332 0220 0000 0000
30 min 4444 4444 4444 4333 1003 0000 0000 ND
Formaldéhyde 0.7 NA 4444 4444 4444 3443 0101 0000 0000
4444 4444 0201 0001 0000 0000 0000
60 min 4444 4444 0020 1000 0000 0000 0000 ND
4444 4444 2001 0000 0000 0000 0000
Controle 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
cyitoddtédl g7 03g/L NA 0000 | 0000 | 0000 | 000D | 0000 0000 | 0000 ND
Formaldéhyde
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N’'A PAS ETE FAIT ; 1 a 4, virus présent et degré d’effet cytopathique sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Résultats de l'activité du produit avec Adénovirus type 5 sous des conditions

propres.
TN S— §ubst?nce Niveau o Log10 TCIDSO passés... "
interférente | cytotoxicité | o min 1min | 30 min | 60 min
équipe AVET AG - 100% 05 0,5 =301 050
EOS 7211-BX / 90% 0,3g/L 0,5 0,5 25,49+ 0,32
WDS1200X 30% 0,5 5,66 0,40 ,+0,37
Contréle virus NA 0,3g/L NA 6,08 6,18 NA
Formaldehyde 0,70% NA 0,5 ND ND 2,58 1,33 NA

Contréle virus
du 0,70% NA NA 6,07 ND ND 591 NA
Formaldéhyde

NA: NON APPLICABLE ; ND : CELAN'APASETEFAIT * Réductionde |’ intervalle de confiance de 95 % aprés 1 min

Essai de titrage avec Adénovirus type 5 sous des conditions propres.

= = d
tchontlon. |concentration| Wi | tomatT T T T T
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
&quipe 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
AVET AG - 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
EOS 7211-BX 90% 0,3g/L 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
/ WD51200X
4444 4444 4444 4444 3023 0120 0000
30% 1 min 4444 4444 4444 4444 3302 2011 0000 ND
4444 4444 4444 4444 3323 3220 0000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 0,3g/L NA 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 4444 0322 0000
0 4444 4444 4444 4444 4444 0103 0100 ND
4444 4444 4444 4444 4444 2020 0000
Contrdle virus| ~ NA . 4441 | 4444 | 4444 | a4aa | 4213 | 3001 | 0000
1 min 4444 4444 4444 4444 4332 2032 1000 ND
4444 4444 4444 4444 4211 1002 0000
4443 3323 2001 0000 0000 0000 0000
30 min 4444 2333 0010 0000 0000 0000 0000 ND
Formaldéhyde 07 NA 4444 2033 2000 0000 0000 0000 0000
0302 2100 0000 0000 0000 0000 0000
60 min 2030 0001 0000 0000 0000 0000 0000 ND
2020 0200 0000 0000 0000 0000 0000
Contréle 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
cytotoxicité du 07 0,3g/L NA 0000 | oooo | oooo | oooo 0000 0000 0000 ND
Formaldéhyde
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PAS ETE FAIT ; 1 3 4, virus présent et degré d'effet cytopathique sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Résultats de |'activité du produit avec Norovirus murin sous des conditions propres.

I "rr—" ?ubsta'nce Niveau o Log10 TCID50 passés... &
interférente | cytotoxicité | o min 1 min 30 min | 60 min
équipe AVET AG - 100% 0,5 0,5 25,60£0,32
EOS 7211-BX / 90% 0,3g/L 0,5 0,5 2532021
WDS1200% 30% 0,5 5,56 0,4340,39
Contréle virus NA 0,3 g/L NA 5,99 6,04 NA
Formaldéhyde 0,70% NA 0,5 ND ND 3,15 1,74 NA

Contrdle virus
du 0,70% NA NA 6 ND ND 5,82 NA
Formaldéhyde

NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PASETEFAIT  * péductionde |’intervalle de confiance de 95 % aprés 1 min

Essai de titrage avec Norovirus murin sous des conditions propres.

- z . bstance temps de Dilutions {IoglO)a
Echantillon  |concentration ubals
interférente | contact 1 2 3 2 5 5 7 8
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND

0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

‘:\3':;’ : - 0000 | 0000 | o000 | oooo | oooo | oooo | 0000

cosariex| 9% 03g/L 1 min o000 | oooo | ooco | oooo | oooo | oocoo | oooo ND
o000 | 0000 | oooo | oooo | oooo | oooo | oooo

/ WDS1200X

4444 4444 4444 2213 0021 0000
30% 1 min 4444 4444 4444 4444 2322 2001 0000 ND
4444 4444 4444 2321 0000 0000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 0,3g/L NA 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

4424 | 4444 | 2444 | 4444 4444 0210 | 0000
0 4444 4444 4444 4444 4444 2212 2000 ND
4444 | 4444 | 4444 | 4444 4444 1000 | 0010
Contrdle virus NA 03g/L
4444 | aaaa | 2444 | 4444 3324 3011 | 0000
1 min 4444 | 4444 | 4444 | 4444 3332 2302 | 0000 ND
4444 | 4444 | 4444 | 4444 2334 3022 0000
as24 | aaa4 | 2001 | ooo0 0000 0000 | 0000
30 min as4a | 4444 | o110 | 1000 0000 0000 | 0000 ND
Formaldéhyde 0.7 NA 4444 4444 3002 2000 0000 0000 0000
4444 | 1000 | oooo | ©0OO0O 0000 0000 | 0000
60 min 4444 | 0200 | oooo | 0000 0000 0000 | 0000 ND
4444 2001 0000 0000 0000 0000 0000
Contréle oooo | oooo | oooo | oooO 0000 0000 | 0000
cytotoxicité du 0,7 03g/L NA 0000 | 0000 | 0000 | 0000 0000 0000 | 0000 ND

Formaldéhyde
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N’A PAS ETE FAIT ; 1 3 4, virus présent et degré d’effet cytopathique sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
Iésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Résultats de I'activité du produit avec Virus vaccina sous des conditions propres.

Log10 TCID50 passés... Réduction
de
Echantillon | concentration) Substance Niveau Vintervalle
interférente cytotoxicité de
. . . . confiance
0 min 1 min 30 min | 60 min de 95 %
apres 1 min
équipe AVET AG - 100% 0,5 0,5 26,65+0,30
EOS 7211-BX / 90% 0,3g/L 0,5 0,5 26,40+ 0,32
e 30% 0,5 6,74 0,36+0,32
Contréle virus NA 0,3g/L NA 7,07 7,02 NA
Formaldéhyde 0,70% NA 0.5 ND ND 5 3,07 NA
PR, o NA NA 7,08 ND ND | 691 NA
Formaldéhydé
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N’A PAS ETE FAIT
Essai de titrage avec Virus vaccina sous des conditions propres.
" a
Echantillon | concentration aﬂgﬁtfg:‘ec:te f:zrr?tzscfe 1 2 3 D"‘f‘ms (Iogl? 6 7 8
0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
Saiie 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
ARG 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
i A 90% 0,3g/L 1 min 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
/ WDS1200X 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 | 4444 4444 3202 0010 0000
30% 1 min 4444 4444 4444 | 4444 4444 3003 0201 0000
4444 4444 4444 | 4444 4444 0432 0012 0000
0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 0,3g/L NA 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 4444 4444 1020 0000
1] 4444 4444 4444 4444 4444 4444 2202 0120
4444 4444 4444 4444 4444 4444 1000 0000
Contrile virus| ~ NA Odwil 2424 | 4424 | a4aa | 2244 | aaaa 3343 | 1020 | o000
1 min 4444 4444 4444 | 4444 4444 2332 3020 0000
4444 4444 4444 | 4444 4444 3312 1010 0000
4444 4444 4444 | 3332 0220 0000 0000
30 min 4444 4444 4444 | 4333 1003 0000 0000 ND
Formalddiytie &y . 4444 4444 4444 | 3443 0101 0000 0000
4444 4444 0201 0001 0000 0000 0000
60 min 4444 4444 0020 1000 0000 0000 0000 ND
4444 4444 2001 | 0000 0000 0000 0000
Contréle 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
cytotoxicité du 0,7 03g/L NA o000 | oooo | oooo | 0000 0000 0000 | 0000 ND
Formaldéhyde
0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PAS ETE FAIT ; 1 a 4, virus présent et degré d’effet cytopathique sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Validation des résultats de |essai sous des conditions propres

Poliovirus type 1

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes): log107/2!
Niveau de cytotoxicité: log100-¢
Maximum détectable d’inactivation virale: log10¢:4°

Adénovirus type 5

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes): log10°:23
Niveau de cytotoxicité: log100°2
Maximum détectable d'inactivation virale: log10>7!

Norovirus murin

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes): log 1012
Niveau de cytotoxicité: log 1002

Maximum détectable d’inactivation virale: log10:°

Virus vaccina

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes): log107:'8
Niveau de cytotoxicité: log100->3

Maximum détectable d’inactivation virale: log10¢:4°

Preuve de référence (formaldéhyde 1,4 %)

Niveau de cytotoxicité du formaldéhyde & 0,7 %: log10°°
Quantification virale dans la preuve de référence (formaldéhyde) aprés 60 minutes et avec
. Poliovirus type 1:log1034
. Adénovirus type 5: log10'°°
« Norovirus murin: log10'°4
+ Virus vaccina: log103'¢

Intervalle de Confiance

Titrage du virus avec un intervalle de confiance de 95 % (60 secondes)
. Poliovirus type 1: log107:11#0:34
. Adénovirus type 5: log10¢:220.28
. Norovirus murin: log109¢160.26
e Virus vaccina: log107:14:0.33

Controle d'interférence de la susceptibilité cellulaire :

Titrage de la suspension virale avec des cellules non traitées par la solution d’essai du désinfectant

« Poliovirus type 1: log10%%4
« Adénovirus type 5: log10%?!
« Norovirus murin: log10°'2

e Virus vaccina: log10%73
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Titrage de la suspension virale avec des cellules traitées par la solution d’essai du désinfectant

« Poliovirus type 1: log10%43

« Adénovirus type 5: log10°°2
« Norovirus murin: log10~°'

e Virus vaccina: log10%42

Contrdle de Iefficacité de suppression de I'activité du produit:

Titrage de la suspension virale aprés 30 minutes d’incubation dans un bain de glace, sans contact
du virus avec le désinfectant.

e Poliovirus type 1:log107:'3

e Adénovirus type 5: log10°78

e Norovirus murin: log104

e Virus vaccina: log107:'4
Titrage de la suspension virale en exposant le virus au désinfectant et incubation pendant 30
minutes dans un bain de glace.

e Poliovirus type 1: log10%¢

e Adénovirus type 5: log10°74

e Norovirus murin: log10°°?

e Virus vaccina: log104%

En guise de conclusion, il faut indiquer que l'eau ozonisée générée grace a
I'équipement EOS7211-BX / WS1200X (N° de série: 7211BXNA1101T -
Production: 2023) respecte la norme UNE-EN-14476: 2019+A2 sous des
conditions propres aux concentrations de 100% (1,62ppm) et 90% (1,46ppm)
4 un temps de contact d’1 minute en faisant preuve au moins d'une réduction
logarithmique décimale de 4 de I'infectivité des virus suivants:

e Poliovirus type 1, avec une réduction de > 6,65 + 0,31 TCID50
e Adénovirus type 5, avec une réduction de > 5,71 + 0,32 TCID50
e Norovirus murin, avec une réduction de > 5,60 + 0,32 TCID50

e Virus vaccina, avec une réduction de > 6,65 + 0,30 TCID50

Tous les contréles et validations se trouvent dans les limites acceptées.

A Oviedo, le 16 mars 2024

Lepedal Macias
Directeur technique
inoQua | Institut de Santé Alimentaire
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ESSAI ACTIVITE VIRUCIDE
Norme UNE-EN 16777:2019

Essai quantitatif de superficie non poreuse sans action mécanique pour
I’évaluation de I'activité virucide des désinfectants chimiques utilisés dans
le domaine médical (phase 2/étape 2)

Réalisation de I'essai: 26/02/2024 - 06/03/2024
Rapport analytique: 5052/24

Méthodologie

La méthode stipulée dans ladite norme pour évaluer I'activité virucide de I'eau ozonisée sur
des surfaces est fondée dans la détermination de la réduction de I'infectivité des virus suite
4 l'action de cette derniére du fait de l'‘appliquer sur une surface préalablement
contaminée.

Pour ce faire, une solution est préparée avec les virus stipulés de pair avec les substances
interférentes & appliquer sur une surface en acier inoxydable en formant un film qui est
séché postérieurement.

Ensuite, I'eau ozonisée qui fait I'objet de I'étude est appliquée & plusieurs concentrations
de sorte & couvrir le film sec en maintenant une température spécifique et au long d’une
période de temps déterminé.

L'eau ozonée est un liquide transparent et incolore, soluble dans I'eau dure normalisée. Les
concentrations d'eau ozonée choisies pour mener I'essai étaient: 100%, 20% et 30%.

Aprés que le temps de contact se soit écoulé, les surfaces d'essai sont transférées dans un
récipient et le milieu de culture est ajouté sans FCS refroidi dans la glace (milieu essentiel
minimum Eagle (MEM) ou milieu Eagle modifié de Dulbecco (DMEM), en fonction de la
ligne cellulaire utilisée. Il est mélangé au long du temps nécessaire jusqu’a ce que nous
n’observions aucun inocule sec pour suspendre & nouveau le virus.

Tout de suite aprés |'élution, les dilutions en série & la dixiéme partie de la suspension du
virus sont préparées dans le milieu de conservation (MEM + 2 % FCS) refroidi & la
température du mélange eau glace. Les pointes de pipette sont changées suite & chaque
dilution afin d’éviter d’entrainer le virus.

Les dilutions sont inoculées dans la culture cellulaire. Suite & I'incubation, le titrage du virus
est calculé.

Parallélement, il est déterminé de méme le nombre de virus récupérés sur une superficie
traitée avec de I'eau dure (300mg/Kg CaCo3) au lieu de I'eau ozonisée, et il est calculé
par différence la réduction du titrage du virus assignée au produit.
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la substance interférente utilisée sous des conditions sales est une solution aqueuse
d’albumine bovine et d'érythrocytes ovins dans une concentration de 3g/L et 3ml/L,
respectivement. Sous des conditions propres la solution aqueuse est faite & base

d’albumine bovine dans une concentration de 0,3g/L.

Les souches de virus utilisées ont été :

e Norovirus murino, cepa S99 Berlin passe 3
e Virus vaccina ATCC VR-1508 passe 2
e Adenovirus tipo 5 ATCC VR-5 passe 3

Les lignes cellulaires utilisées ont été :
e Vero, ref FTVE, alicuota 2, passes 7, 9, 11
e Raw 264.7, dlicuota 3, passes 4, 6, 8

L'essai a été réalisé & une température de 20°C = 1°C.

Le temps de contact a été 1 minute + 10 secondes.

La température d’incubation a été de 37°C + 1°C.
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Résultats de I'activité du produit avec Norovirus murin sous des conditions sales.

Log10 TCIDS0 passés... p—
de
Echantillon |concentration Substance Niveau Iintervalle
interférente cytotoxicité de
confiance
0 min 1 min 30 min | 60 min | deg9s%
aprés 1 min
équipe AVET AG - 100% 0,5 0,5 26,69+0,33
EOS 7211-BX / 90% 3g/L 0,5 0,5 26,414£0,34
calana 30% 0,5 6,74 0,37 0,41
Contréle virus NA 0,3 g/L NA 7,07 7,02 NA
Formaldéhyde 0,70% NA 0,5 ND ND 5 3,07 NA
Contrdle virus du
5 0,70% NA NA 7,08 ND ND 6,91 NA
Formaldéhyde
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PAS ETE FAIT
Essai de titrage avec Norovirus murin sous des conditions sales
s a
0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
L 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
i%:f: - 0000 | 0000 | 0000 | o000 | o000 | oooo | oooo
EOS 7211-BX 90% 3g/L 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
/ WDS1200X 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 | 4444 4444 3202 0010 0000
30% 1 min 4444 4444 4444 | 4444 4444 3223 0201 0000
4444 4444 4444 | 4444 4444 0332 0012 0000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 0,3g/L NA 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 | 4444 4444 4444 1020 0000
0 4444 4444 4444 | 4444 4444 4444 2200 0120
4444 4444 4444 | 4444 4444 4444 1000 0000
Controlevirug ~ NA U aa44 | 4444 | 4444 | 2444 4444 3343 | 1020 | o000
1 min 4444 4444 4444 4444 4444 2332 3020 0000
4444 4444 4444 | 4444 4444 3312 1010 0000
4444 4444 4444 3332 0220 0000 0000
30 min 4444 4444 4444 | 4333 1003 0000 0000 ND
Formaldéhyde g WA 4444 4444 4444 | 3443 0101 0000 0000
4444 4444 0201 0001 0000 0000 0000
60 min 4444 4444 0020 1000 0000 0000 0000 ND
4444 4444 2001 0000 0000 0000 0000
Contréle 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000
cytotoxicité dy 0,7 03g/L NA 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
Formaldéhyde
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PAS ETE FAIT ; 1 4 4, virus présent et degré d’effet cytopathique sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Résultats de I'activité du produit avec Virus vaccina sous des conditions sales.

Echantillon  |Concentration ?;2?;2'::;9 :;l::::xicité e LOgiorgﬁiDSO ;;S:r:; e *
équipe AVET AG - 100% 0,5 0,5 25,79+0,31
EOS 7211-BX / 90% 3g/L 05 0,5 25,47+0,31
WD 30% 0,5 5,66 0,34+0,36
Contréle virus NA 0,3g/L NA 6,08 6,18 NA
Formaldehyde 0,70% NA 0,5 ND ND 2,58 1,33 NA
Contrdle virus
du 0,70% NA NA 6,07 ND ND 591 NA
Formaldéhyde

NA: NON APPLICABLE ; ND : CELAN'A PAS ETEFAIT  * Réductionde |'intervalle de confiance de 95 % aprés 1 min

Essai de titrage avec Virus vaccina sous des conditions sales.

. . temps de iluti n
Echantillon | concentration| ;%zsézp::te com‘;d 1 2 3 D|I:t|ons (Iogl: ] 6 7 8
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
i 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
AVET AG - <
EOS 7211-BX 90% 3g/L 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
/ WDS1200X
4444 4444 4444 4444 3023 0120 0000
30% 1 min 4444 4444 4444 4444 3302 0011 0000 ND
4444 4444 4444 4444 3323 0020 0000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 0,3 g/L NA 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 4444 0322 0000
0 4444 4444 4444 4444 4444 0102 0100 ND
o NA 03g/L 4444 4444 4444 4444 4444 2020 0000
Controle virus - 4444 | 4444 | 2444 | as4a 4213 3001 0000
1 min 4444 4444 4444 4444 4332 2002 1000 ND
4444 4444 4444 4444 4211 1002 0000
4444 3323 2001 0000 0000 0000 0000
30 min 4444 2333 0010 0000 0000 0000 0000 ND
Formaldéhyde 0.7 NA 4444 2033 2000 0000 0000 0000 0000
0302 2100 0000 0000 0000 0000 0000
60 min 2030 0001 0000 0000 0000 0000 0000 ND
2020 0200 0000 0000 0000 0000 0000
Contréle 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
cytotoxicité du 0,7 03g/L NA 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
Formaldéhyde
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PAS ETE FAIT ; 1 3 4, virus présent et degré d'effet cytopathigue sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Résultats de |'activité du produit avec Adénovirus type 5 sous des conditions sales.

Echantillon  |Concentration f_;ubste,mce Niveau_ . Log10 TCIDSO passés... *
interférente | cytotoxicité | o min 1 min 30 min | 60 min
équipe AVET AG - 100% 0,5 0,5 25,61%0,36
EOS 7211-BX / 90% 3g/|_ 0,5 0,5 25,41%0,31
i i 30% 0,5 5,57 0,39 0,41
Contréle virus NA 0,3g/L NA 5,99 6,03 NA
Formaldéhyde 0,70% NA 0,5 ND ND 3,16 1,74 NA
Contrdle virus
du 0,70% NA NA 6 ND ND 5,82 NA
Formaldéhyde
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELAN'APAS ETEFAIT  * péductionde |’intervalle de confiance de 95 % aprés 1 min

Essai de titrage avec Adénovirus type 5 sous des conditions sales.

. i 4 bstance temps de Dilutions (Ioglu]g
Echantillon | concentration] 34PSt2
J interférente| contact 1 2 3 4 5 6 7 8
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND

0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

équipe

R 0000 0000 | 0000 | 0000 0000 0000 0000

EOS 7211-BX 90% g/t 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
/ WDS1200X 0000 0000 | 0000 | 0000 0000 0000 0000

4444 4444 4444 4444 2113 0011 0000
30% 1 min 4444 4444 4444 4444 2322 2000 0000 ND
4444 4444 4444 4444 2321 0000 0000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 03g/L NA 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 4444 0210 0000

0 4444 | a44a | 4444 | 4444 4444 2012 2000 ND
4444 | 4444 | 4444 | 4444 4444 1000 | 0010
Controle virug NA 03g/L
4424 | aaaa | a4aa | a44a 3324 3011 | 0000
1 min 4444 | 4444 | a4aa | 4444 3333 2002 | 0000 ND
4404 | 2444 | 4444 | 4444 2334 3022 0000
4444 | aaaa | 2001 | oooo 0000 0000 | 0000
30 min 4444 | a4aa | o110 | 1000 0000 0000 | 0000 ND
- - - 4444 | aasaa | 3002 | 2000 0000 0000 | 0000
4424 | 1000 | oooo | oooO 0000 0000 | 0000
60 min 4444 | 0200 | oooo | oooo 0000 0000 | 0000 ND
4444 | 2001 | oooo | o000 0000 0000 | 0000
Contréle o000 | oooo | oooo | oooo 0000 0000 | 0000
cytotoxicité du 0,7 03g/L NA 0000 | oooo | oooo | 0000 0000 0000 0000 ND

Formaldéhyde

0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PAS ETE FAIT ; 1 3 4, virus présent et degré d’effet cytopathique sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Validation des résultats de I'essai sous des conditions sales

Norovirus murin

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes): log107:13
Niveau de cytotoxicité: log10044

Maximum détectable d'inactivation virale: log10¢¢

Virus vaccina

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes) : log104%
Niveau de cytotoxicité: log10954
Maximum détectable d’inactivation virale: log1057¢

Adenovirus type 5

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes): log10¢15
Niveau de cytotoxicité: log1054
Maximum détectable d'inactivation virale: log10%¢’

Preuve de référence (formaldéhyde 1,4 %)

Niveau de cytotoxicité du formaldéhyde & 0,7 %: log109°
Quantification virale dans la preuve de référence (formaldéhyde) aprés 60 minutes et
avec

. Norovirus murin: log1032

« Virus vaccina: log1073

. Adenovirus type 5: log10'73

Intervalle de Confiance

Titrage du virus avec un intervalle de confiance de 95 % (60 secondes)
. Norovirus murin: log107:11+0.34
. Virus vaccina: log10¢10:0.1¢
. Adenovirus type 5: log10644:0.35

Contrdle d'interférence de la suscepfibilité cellulaire :

Titrage de la suspension virale avec des cellules non traitées par la solution d’essai du
désinfectant
. Norovirus murin: log104%
. Virus vaccina: log104®
. Adenovirus type 5: log10°
Titrage de la suspension virale avec des cellules traitées par la solution d’essai du désinfectant
« Norovirus murin: log1044
. Virus vaccina: log10°4
. Adenovirus type 5: log1054
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Contrdle de Iefficacité de suppression de I'activité du produit:

Titrage de la suspension virale aprés 30 minutes d’incubation dans un bain de glace, sans
contact du virus avec le désinfectant.

« Norovirus murin: log1074

« Virus vaccina: log10%8

. Adenovirus type 5: log10%2
Titrage de la suspension virale en exposant le virus au désinfectant et incubation pendant 30
minutes dans un bain de glace.

« Norovirus murin: log104¢72

« Virus vaccina: log10572

. Adenovirus type 5: log1054

En guise de conclusion, il faut indiquer que l'eau ozonisée générée grace a
I’équipement EOS7211-BX / WS1200X (N° de serie: 7211BXNA1101 -
Production: 2023) respecte la norme UNE-EN-16777:2019 sous des conditions
sales aux concentrations de 100% (1,62ppm) et 90% (1,46ppm) & un temps
de contact d’1 minute en faisant preuve au moins d'une réduction logarithmique
décimale de 4 de 'infectivité des virus suivants:

e Norovirus murin, avec une réduction de > 6,69 + 0,33 TCID50
e Virus vaccina, avec une réduction de > 5,79 + 0,31 TCID50
e Adenovirus type 5, avec une réduction de > 5,61 + 0,36 TCID50

Tous les contréles et validations se trouvent dans les limites acceptées.

A Oviedo, le 16 mars 2024

Lepedal Macias
Directeur technique
inoQua | Institut de Santé Alimentaire
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Résultats de |'activité du produit avec Norovirus murin sous des conditions propres.

Log10 TCID50 passés... g
" de
Echantillon |concentration _Su sta’mce Niveau Iintervalle
interférente cytotoxicité de
confiance
0 min 1min | 30 min | 60 min | 4egs9%
aprés 1 min
équipe AVET AG - 100% 0,5 0,5 26,62+0,34
EOS 7211-BX / 90% 0,3g/|_ 0,5 0,5 26,51+0,33
ST 30% 0,5 6,73 0,36+ 0,44
Contrdle virus NA 0,3g/L NA 7,07 7,02 NA
Formaldéhyde 0,70% NA 0,5 ND ND 5 3,07 NA
Contréle virus d
s . NA NA 7,08 ND ND 6,91 NA
Formaldéhyde
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N’A PAS ETE FAIT

Essai de titrage avec Norovirus murin sous des conditions propres

Echantillon | concentration isrtjtzsrﬁg?ecste zg’:tgife - - - Di'l:l-oﬂs {loalgia _ i :
0000 | oooo | oooo | 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 | oooo | oooo | 0000 0000 0000 0000 ND
—— 0000 | oooo | oooo | oooo 0000 0000 0000
0000 | oooo | oooo | oooO 0000 0000 0000
AVET AG - )
B s 0% 03g/L 1 min 0000 | 0000 | o0ooo | 0000 0000 0000 0000 ND
0000 | oooo | oooo | 0000 0000 0000 0000
/ WDS1200X
a4aa | aaaa | a4aa | a44a a444 3202 0011 0000
30% 1 min 4424 | 4444 | asaa | a44a 4444 3223 0201 0000
4444 | 4444 | a4aa | asaa 4444 0332 1012 0000
0000 | oooo | oooo | 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 03g/L NA 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
0000 | o000 | oooo | 0000 0000 0000 0000
4444 | 4444 | 4444 | a44a 4444 4444 1020 0000
0 4424 | 4444 | asaa | a44a 4444 4444 2201 0120
4444 | 4444 | 4444 | 4444 4444 4444 1001 0000
Contréle virus - 03wt 4444 | 4444 | a4aa | asaa 4444 3343 1020 0000
1 min 4424 | 4444 | asaa | asaa 4444 2332 3021 0000
4444 | 4444 | 4444 | asaa 4444 3312 1010 0000
4444 | 4444 | 4444 | 3332 0221 0000 0000
30 min 4444 | 4444 | 4444 | 4332 1003 0000 0000 ND
Formakdéiyde o - 4444 | 4444 | 4444 | 3343 0101 0000 0000
4444 | 4444 | 0201 | o101 0000 0000 0000
60 min 4444 | 4444 | 0020 | 1001 0000 0000 0000 ND
4444 | aaaa | 2001 | 0000 0000 0000 0000
Contréle 0000 | oooo | oooo | oooo 0000 0000 0000
cytotoxicité du 0,7 03g/L NA 0000 0000 0000 | 0000 0000 0000 0000 ND
St 59 0000 | 0000 | oooo | 0000 | o0ooo | ocooo | o000

NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PAS ETE FAIT ; 1 2 4, virus présent et degré d’effet cytopathique sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Résultats de |'activité du produit avec Virus vaccina sous des conditions propres.

TR W E— _Substa’nce Niveau o Logl0 TCID50 passés... .
interférente | cytotoxicité [ o min 1 min 30 min | 60 min
AVET AG - 100% 0,5 0,5 2560+0,34
EOS 7211-BX / 90% 0,3g/L 0,5 0,5 25,59+ 0,39
WDS1200X 30% 0,5 5,65 0,37 +0,40
Contrdle virus NA 0,3g/L NA 6,08 6,18 NA
| ra =y
Formaldehyde 0,70% NA 0,5 ND ND 2,58 1,33 NA

Contrdle virus
du 0,70% NA NA 6,07 ND ND 5,91 NA
Formaldéhyde

NA: NON APPLICABLE ; ND : CELAN'APAS ETEFAIT  * Réductionde |’ intervalle de confiance de 95 % aprés 1 min

Essai de titrage avec Virus vaccina sous des conditions propres.

w i a
Echantilon |concentration| arerente| comtaet. Tt
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
Sniva 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
AVET AG - 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
£0S 7211-BX 90% 0,3g/L 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
/ WD51200X 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 3023 0120 0000
30% 1 min 4444 4444 4444 4444 3312 1011 0000 ND
4444 4444 4444 4444 3323 0022 0000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 03g/L NA 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 4444 0322 0000
0 4444 4444 4444 4444 4444 0102 0100 ND
4444 4444 4444 4444 4444 2020 0000
Contrdle virust ~ NA Oaft 4444 | 4444 | 44as | aaas | 4213 | 3001 | 0000
1 min 4444 4444 4444 4444 4032 2002 1000 ND
4444 4444 4444 4444 4211 1002 0000
4444 3323 2001 0000 0000 0000 0000
30 min 4444 2333 0010 0000 0000 0000 0000 ND
Formaldéhyde 0.7 NA 4444 2033 2000 0000 0000 0000 0000
0302 2100 0000 0000 0000 0000 0000
60 min 2030 0001 0000 0000 0000 0000 0000 ND
2020 0200 0000 0000 0000 0000 0000
Contréle 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
cytotoxicité du 0,7 03g/L NA 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
Formalkichyde 0000 | oooo | oooo | oooo | oooo | oooo | oooo
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N’A PAS ETE FAIT ; 1 a 4, virus présent et degré d’effet cytopathique sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
Iésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Résultats de l'activité du produit avec Adenovirus type 5 sous des conditions

propres.
Echantillon  |concentration | SUPStance Loy s *
interférente | cytotoxicité | g min 1min | 30 min | 60 min
AVET AG 100% 0,5 0,5 25,66 +0,33
EOS 7211-BX / 90% 0,3g/L 0,5 0,5 25,52+0,31
WDS1200X 30% 0,5 5,59 0,39+0,25
Contréle virus NA 0,3g/L NA 5,99 6,02 NA
Formaldéhyde 0,70% NA 0,5 ND ND 3,16 1,74 NA

Contréle virus
du 0,70% NA NA 6 ND ND 5,82 NA
Formaldéhyde

NA: NON APPLICABLE ; ND: CELAN'APASETEFAIT  * paductionde |’intervalle de confiance de 95 % aprés 1 min

Essai de titrage avec Adenovirus type 5 sous des conditions propres.

Echantillon ; Substance temps de Dilutions (log10)”
Concentration| jnterférente| contact 1 2 3 2 5 6 7 2
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
100% 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
é&quipe 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
AVET AG - 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
EOS 7211-BX 90% 03g/L 1 min 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
/ WDS1200X 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 2113 0011 0000
30% 1 min 4444 4444 4444 4444 2322 2000 0000 ND
4444 4444 4444 4444 2321 0000 0000
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Cytotoxicité 1% 0,3g/L NA 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
4444 4444 4444 4444 4444 0213 0000
0 4444 4444 4444 4444 4444 2042 2000 ND
Comolevis A | 0301 e R R R e
1 min 4444 4444 4444 4444 3333 2102 0000 ND
4444 4444 4444 4444 2334 3022 0000
4444 4444 2001 0000 0000 0000 0000
30 min 4444 4444 0110 1000 0000 0000 0000 ND
Formaldéhyde 07 NA 4444 4444 3002 2000 0000 0000 0000
4444 1000 0000 0000 0000 0000 0000
60 min 4444 0200 0000 0000 0000 0000 0000 ND
4444 2001 0000 0000 0000 0000 0000
Contréle 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
g:z:mceﬁs ddeu 07 03g/L NA 0000 | 0000 | 0000 | 0000 0000 0000 | 0000 ND
0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
NA: NON APPLICABLE ; ND : CELA N'A PAS ETE FAIT; 1 3 4, virus présent et degré d’effet cytopathigue sur 12 unités de culture cellulaire, ou degré de
lésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité ; O = virus non présent, ou absence de |ésion cellulaire faisant preuve de cytotoxicité
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Validation des résultats de |essai sous des conditions propres

Norovirus murin

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes): log107:15
Niveau de cytotoxicité: log10°3°

Maximum détectable d'inactivation virale: log10¢¢2

Virus vaccina

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes) : log10'4
Niveau de cytotoxicité: log10954

Maximum détectable d'inactivation virale: log10%¢

Adenovirus type 5

Titrage de la suspension virale pour le virus contréle (60 secondes): log 10422
Niveau de cytotoxicité: log 1005
Maximum détectable d'inactivation virale: log10%¢¢

Preuve de référence (formaldéhyde 1,4 %)

Niveau de cytotoxicité du formaldéhyde & 0,7 %: log109*
Quantification virale dans la preuve de référence (formaldéhyde) aprés 60 minutes et
avec

« Norovirus murin: log1035

« Virus vaccina: log1073

. Adenovirus type 5: log10'77

Intervalle de Confiance

Titrage du virus avec un intervalle de confiance de 95 % (60 secondes)
. Norovirus murin: log107/14:0.42
. Virus vaccina: |og1O‘6']5‘—'O'35

. Adenovirus type 5: log10¢74:0.33

Controle d'interférence de la susceptibilité cellulaire :

Titrage de la suspension virale avec des cellules non traitées par la solution d’essai du
désinfectant
 Norovirus murin: log 104
. Virus vaccina: log10¢¢
. Adenovirus type 5: log10¢"”
Titrage de la suspension virale avec des cellules traitées par la solution d’essai du désinfectant
« Norovirus murin: log 1044
« Virus vaccina: log1054!
. Adenovirus type 5: log10%34
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Contrdle de Iefficacité de suppression de I'activité du produit:

Titrage de la suspension virale aprés 30 minutes d’incubation dans un bain de glace, sans
contact du virus avec le désinfectant.

« Norovirus murin: log107:'5

. Virus vaccina: log105%

. Adenovirus type 5: log10°15
Titrage de la suspension virale en exposant le virus au désinfectant et incubation pendant 30
minutes dans un bain de glace.

. Norovirus murin: log10474

« Virus vaccina: log10%7!

. Adenovirus type 5: log105

En guise de conclusion, il faut indiquer que l'eau ozonisée générée gréce a
I’équipement EOS7211-BX / WS1200X (N° de serie: 7211BXNA1101 -
Production: 2023) respecte la norme UNE-EN-16777:2019 sous des conditions
propres aux concentrations de 100% (1,62ppm) et 90% (1,46ppm) & un
temps de contact d’1 minute en faisant preuve au moins d'une réduction
logarithmique décimale de 4 de I'infectivité des virus suivants:

e Norovirus murin, avec une réduction de > 6,62 + 0,34 TCID50
e Virus vaccina, avec une réduction de > 5,60 + 0,34 TCID50
e Adenovirus type 5, avec une réduction de > 5,66 + 0,33 TCID50

Tous les contréles et validations se trouvent dans les limites acceptées.

A Oviedo, le 16 mars 2024

Lepedal Macias
Directeur technique
inoQua | Institut de Santé Alimentaire
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ESSAI ACTIVITE BACTERICIDE DANS LA ZONE MEDICALE
Norme UNE-EN 13727:2012+A2:2015

Essai quantitatif de superficie pour I’évaluation de I'activité bactéricide
dans le domaine médical (phase 2, étape 1)

Réalisation de l’essai: 26/02/2024 - 09/03/2024
Rapport analytique: 5052/24

Méthodologie

La méthode établie dans ladite norme, pour évaluer et prouver |'activité bactéricide de
I'eau ozonisée dans les 4 activités du domaine médicale mentionnés, est fondée sur la
détermination des microorganismes survivants & |'action de I'eau ozonisée & travers un
procédé de dilution — neutralisation.

Pour ce faire, on ajoute I'échantillon d’eau ozonisée & une suspension en essai de
bactéries dans une solution d’une substance interférente. Le mélange est conservé a la
température et aux durées de contact spécifiées sur le tableau en fonction de I'activité dont
il s'agisse.

L'eau ozonée est un liquide transparent et incolore, soluble dans I'eau dure normalisée. Les
concentrations d'eau ozonée choisies pour mener |'essai étaient de 100%, 90% et 30%, et
ce sont celles auxquelles nous nous référerons dans les tableaux de résultats. Cependant, il
convient de noter qu'en raison des processus de dilution lors de I'incorporation de la
solution contenant les virus et les substances interférentes pendant le développement
expérimental, la concentration maximale du produit pouvant étre testée selon la procédure

standard est de 80%.

Lla substance interférente utilisée sous des conditions sales est une solution aqueuse
d’albumine bovine et d'érythrocytes ovins dans une concentration de 3g/L et 3ml/L,
respectivement. Sous des conditions propres la solution aqueuse est faite & base
d’albumine bovine dans une concentration de 0,3g/L.

Les souches bactériennes qui composent la suspension ont été celles qui sont stipulées dans
la norme. A savoir:

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15 442
e Escherichia coli K12 CECT 433

e Staphylococcus aureus ATCC 6538

e Enterococcus hirae ATCC 10 541

e Enterococcus faecium ATCC 700221
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De plus, 2 souches bactériennes ayant un intérét dans le domaine de la sécurité

alimentaire sont incorporées:

o listeria monocytogenes ATCC 35152
e Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 35664

Sur le tableau suivant sont détaillées les souches utilisées et les températures auxquelles les
essais ont été réalisés en fonction de |'activité d’application et des temps de contact.

Traitement Traitement
hygiénique des chirurgical des
ACTIVITES mains par friction | mains par frictions | Désinfection des | Désinfection de
D’APPLICATION et lavage et lavage instruments surfaces
hygiénique des chirurgical des
mains mains
Pseudomonas
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas vaor vg! Pseudomonas
aeruginosa aervginosa aeruginosa
Staphylococcus
Staphylococcus aureus aureus
Staphylococcus aureus phy Staphylococcus
. . aureus
) Enterococcus hirae Enterococcus hirae
h Enterococcus hirae
Souches Ent b
nterococcus hirae
ari -y , Escherichia coli K12 Enterococcus
bactériennes Escherichia coli K12 et : ocey
faecium .
. Listeria
L Listeria
Listeria monocytogenes S monocytogenes
monocytogenes Listeria

monocytogenes

Salmonella enterica

‘ Salmonella enterica
subsp. enterica

) subsp. enterica
subsp. enterica

Salmonella enterica
subsp. enterica

Température 20°C
dP U 200C 200C (70°C Enterococcus 2OOC
esxdl faecium)
Temps de _ _ .
contact 60 secondes 1 minute 15 minutes 1 minute

Ecoulée la durée du contact, I'action bactéricide et/ou bactériostatique est neutralisée ou
supprimée immédiatement & I'aide d’une solution neutralisante préalablement validée.
Dans ce cas-a, les neutralisateurs employés ont été Lécithine (3g/l) ; Tween 80 (30ml/l) ;

Tiosulfate sodique (5g/1) ; L-histidine (1 g/l) ; En tampon phosphate 0,0025N.

Parallélement, il est déterminé de méme le nombre de bactéries récupérées sur une
superficie traitée avec de I'eau dure (300mg/Kg CaCo3) au lieu de I'eau ozonisée, et il
est calculé par différence la réduction des décomptes viables assignés au produit.

Finalement, il est déterminé quantitativement le nombre de microorganismes survivants
pouvant étre récupérés suite & la suspension. le moyen de culture utilisé pour
I’ensemencement est TSA (Agar de soja Triptone) et la température d’incubation de ces
derniers a été de 36°C.
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Sur le tableau suivant sont indiqués les résultats de |'essai :
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> Traitement hygiénique des mains par friction et lavage hygiénique des
mains (T° 20°C - 60 secondes de contaci)

Conditions sales

Organt Suspension de validati Essai de validation Procédé d'essal 4 la concentration
rganisme CONTROLE DES o] ’ 4 V,
des Suigl> Nv et Nvo Nve pirmemgg Ly S M Suspension de I'essai %(V/V)
-"”E"“ﬂ]“"“-“ UR (B) METHODE (C) 100% 0% 30%
Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Va2 Vel | ve2 10°:0;0 10°:0;0 10°: >300 ; >300
Pseudomonas 100 97 9% a1 96 94 94 91 78 74 10¢ | >330 | >330 N=4,2X10" 10:G;0 10:0;0 107": >300; >300
aeruginosa LogN=8,63 |Na=<l4x10?| Na=<1,4x10® | Naw=>3,3x10*
ATCC 15 442 NV=9,85x10" |NVB=9,35x10% A=95 B=92.5 C=76 107 5 % NO=4,55X107 |Log Na = <2,15{ Log Na= <2,15| Log Na=>4,52
NV0=9,85x10° Log NO=7,62 | Log R=>5,86 | LogR=>550 | LogR=<3,09
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Va2 Vel | ve2 10°:0; 0 10°:0; 0 10°: >300 ; >300
39 36 41 38 41 39 38 36 39 34 N=3,3X10" 10:0; 0 100:0; 0 107": >300; >300
Staphylococcus 107 | >330 | »330 - - - -
sureus ATCC 6538 LogN=850 |Naw<l] 4x10°| Na=<1,4x10° | Na=>3 3x10*
NV=3,75x10° [NVBe3,9510] _ A=d 837 | G35 | | - | 2 |NO-36XID |logNa = <215 LogNa=<2 15| LogNa=>452
NV0=3,75x10 Log NO=7,53| Log R=>5,36 | LogR=>536 | LogR=<2,99
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Vie2 | Vel | Ve2 | Vel | Va2 Vel | Ve2 10°:0;0 10°:0;0 10°: >300; >300
Enterococcus 103 101 a8 94 a8 96 91 89 75 71 10¢ | »330 | =330 N=4,1X10" 10:0;0 100:G;0 107": >300; >300
hirae LogN=862 |Naw<l4x10’| Na=<14x10’ | Na=>3,3x10"
ATCC 10541 NV=10,2x10° | NVB=9,6x10* A=97 B=90 Cs73 107 5 &5 NO=4,5X10° |LogNa = <2,15{ Log Na = <2,15| Log Na=>4,52
NVO0=10,2x 107 LogNO=7,61| LogR=>546| LogR=>546 | LogR=<3,09
Vel ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Va2 Vel | ve2 10°:0;0 10°:0;0 10°: >300; 33”'
41 38 41 36 41 37 38 35 38 33 N=3,1X10* 107:0; 0 100:G: 0 107': >300; )ml
Escherichia coli 107 | >330 | >330 . - =
K12 CECT 433 st LogN =852 |Na=<Ldxi0®| Na=<l4xl(’ | Na=>33x10°
NV=3,95x10° |NVBa3,8Sx1! A=39 B=36,5 C=35,5 107 15 - NO=3,5X107 Log Na = <2,15) Log Na=<2,15| Log Na=>452
NV0=3,95x10 LogNO=7,52| LogR=>541 | LogR=>541 | LogR=<299
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Va2 Vel | ve2 10°:0;0 10°:0;0 10°: >300 ; >300
Salmonelia 100 95 96 91 96 91 93 91 77 73 10¢ | »330 | >330 N=d, 7X10" 107:0; 0 100:0;0 107": >300; >300
enterica ATCC Log N =863 |Na=<ldx10?| Na=<14x10" | Na=>33x10*
35664 NV=9,75x10° [NVB=9,35x10  A=93,5 Be92 Ca75 w0 | @ | a5 | NO44X10 [logNa =<1 Log Na = <2.15| Log Naw>4,52
NVO0=9, 75x 10 LogNO=7,66| LogR=>550| LogR=>550 | LogR=<3,13
va | ve | va | va | va | ve | vea | ve | vea | va vel | va 10°:0;0 10P:0;0 | 10°:>300; >300|
Listeria 104 | 100 | 95 | 92 ] 96 | 94 ] 93 | 90 | 78 ) 73 | oa| 39 539 | Ne32XI0 107 0;0 10:0,0 | 107 >300; >300}
manacytogenes LogN =851 |Na=<14xi0P| Na=<1dx10’ | Na=>33x10*
ATCC 35152 NV=10,2x10° | NVB=9,4x10* A=95 B=915 C=75,5 B NO=3,6X10° |LogNa=<2,15 Log Na=<2,15| Log Na = >4,52
NVO=10, 2x 107 0 % ¥ LogNO=7,51 | LogR=>5,36| LogR=>536 | LogR=<2,99
Ve : décomptes obtenus sur plaque.
N : nombre de cellules par ml dans la suspension d’essai.
NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.
Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.
NVvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NVB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100
Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai a la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contréle des conditions de I'expérience A.
B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.
C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.
Log R : réduction logarithmique.
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> Traitement hygiénique des mains par friction et lavage hygiénique des
mains (T° 20°C - 60 secondes de contaci)

Conditions propres

Suspension de validation Essai de validation Procédé d’essal 3 la concentration
Organisme CONTROLE DES | CONTROLE DU TIO! i G " %{V/V)
delessai | NvetNvo Nve coromons | neutrauisat “oein e
T UR(E) METHODE (C) 100% 0% | 0% I
Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | ve2 Vel | ve2 10°:0;0 10°:0;0 10°: >300; >300
Pseudomonas | 103 | 99 % | 98 |96 | ] |m|7]l 7|, o, 0050 N=4,2X10" 10:0,0 10:0;0 | 10™: >300; >300
aeruginosa LogN=863 |Na=<14x10°| Na=<14x10° | Na=>33x10%
ATCC15442 | NV=10,1x10° | NVB=9,5x10° A=95 8=93 Cs73 507 | 2 o NO=4,3X10° |Log Na=<2,15 Log Na=<2,15| LogNa=>4,52
NV0=10, 1x10° Log NO=7,62| LogR=>5,46| LogR=>550 | LogR=<3,09
Vel | ve2 | vel | ve2 | ver | ve2 | vel | ve2 | vel | ve2 vel | ve2 10°:0;0 10°:0;0 | 10°: >300; >300
- 0 ™ v <
Staphyl a1 9 42 40 a2 38 41 37 41 39 10 | »330 | »330 N=3,3X10* 10:0; 0 10:0; 0 10~*: >300; >300
e AT"CCMSSE"; Log N =8,50 | Na=<1,ax10°| Na=<14x10° | Na=>33x10°
NV=dx10® | NVB=4,1x10* A=40 8=39 C=40 wr| . 34 NO=3,4X10" |Log Na = <2,15 Log Na=<2,15 | LogNa=>4,52
NVO=4x10 LogN0=7,53| LogR=>5,36| LogR=>536 | LogR=<299
Vel Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Vie2 | Vel | Ve2 Vel | ve2 10°:0; 0 10°0;0 10°: >300; >300
Enterococcus 104 102 98 93 98 93 91 86 77 72 10 N=4,1X10" 107:0; 0 10:0; 0 10™': >300; >300
: e >330 | >330 — e
hirae Log N =862 | Na=<1,4x10°| Na=<1,4x10F | Na=>3,3x10*
ATCC 10541 NV=10,3x10° |NVB=9,55x10% A=955 B=88,5 C=74,5 10 a % NO=4,45X10° ogNa=<2,19 LogNa=<2,15 | LogNa=>4,52
NVO0=10,3x10° LogNO=7,61)| LogR=>546| LogR=>546 | LogR=<3,09
Vel | Ve2 | Vel | ve2 | Vel | ve2 | Vel | ve2 | vel | Ve2 Vel | ve2 10°7:0;0 10°:0;0 | 10°: >300; >300
38 34 39 [ 35 | 39 | 37| 42 | 39| 40 | 38 N=3,1X10° 10:0;0 10°:0;0 | 10"*: >300; >300
. 104 b ; ; ;
E’:;:::_:,:g" >330 | 2330 [ 8,59 | Na= <Lax10?| Na = <Laxi0’ | Na=23,3¢10°
NV=3,6x10° | NVB=3,7x10* A=38 B=40,5 C=39 a0 36 NO=3,6X10° |Log Na=<2,15 Log Na=<2,15 | LogNa=>4,52
NV0=3,6x10 Log NO=7,52| LogR=>541| logR=>541 | LogR=<299
Vel | ve2 | vel | ve2 | vel | ve2 | Vel | ve2 | Vel | ve2 Vel | ve2 10°:0;0 10°%:0;0 | 10°:>300; >300
102 | 00 | 96 | 93 | 96 | 94| 91 |85 | B | & g0 | >a30 [ 5390 N=4,7X10" 10:0;0 10:0;0 | 10~*: >300; >300
enterica ATCC Log N =8,63 | Na=<L4x10°| Na=<l4x10° | Na=>33x10%
35664 NV=10,1x10" [NVB=9,45x10" A=95 B=88,5 C=71 107 -» 4 NO=4,5X10" [Log Na = <2,15 Log Na =<2,15 | Log Na =>4,52
NVO=10,1x 107 Log NO=7,66| LogR=>5,50| LogR=>550 | LogR=<3,13
Vel Ve2 | Vel | Va2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Va2 Vel | Ve2 10°:0;0 10°:0;0 10°:>300; >300
Usteria 101 | 9 98 | 93 | 98 | 96 | 92 | 87 | 74 | 72 sor¢ | s330 | 530 N=3,2X10" 107:0;0 10°:0;0 | 10™*: >300; >300
monocytogenes Log N =851 | Na=<L4x10?| Na=<14x10* | Na=>33x10°
ATCC 35152 NV=9,85x10° NVB-S,SSxiﬂ A=97 B=89,5 C=73 i - - NO=3,5X10° |Log Na=<2,15 LogNa=<2,15| LogNa=>4,52
NV0=9,85x10° | LogND=7,51] Log R=>536| LogR=>536 | LogR=<2,99

Ve : décomptes obtenus sur plaque.

N : nombre de cellules par ml dans la suspension d'essai.

NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.

Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.

NvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NvB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100

Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai & la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contréle des conditions de |'expérience A.

B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.

C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.

Log R : réduction logarithmique.
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> Traitement chirurgical des mains par friction et lavage chirurgical des
mains (T° 20°C - 1 minute de contact)

Conditions sales

Organis Suspension de validation Essal de validation Procédé d'essal akrconcenunion
‘ganisme CONTROLE DES | CONTROLE DU | VALIDATION %N J
de Fessai | NvetNvo conomons _ [NEUTRALISATE(  DE LA Supension de Fessal
Nve [ErPERMENTALES U (@) srHanE 6 100% 90% [ 0%
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Va Ve2 Vel Ve2 | Vel | Va2 va Ve2 10°:0;0 10°:0; 0 10°: >300 ; >300
Pseudomonas | 103 | 98 | 96 | 92 | 96 | 01 | 93 [ s | 7a | 4 N=4,2¢10" | 107:0;0 10:0;0 | 10" >300; >300
| 103 10 | >330 | >330
aeruginosa LogN =863 [ Na=<14x10°| Na=<14x10° | Na=>3,3x10*
ATCC15842 | NV=10,05x10° | NVB=9,ax10°| A=935 B=90,5 C=73 5 NO=4,5X10" |Log Na =<2,15 Log Na=<2,15| Log Na=>4,52
107 | s | 46
NV0=10,05x10° LogNO=7,62| LogR=>546| LogR=>550 | LogR=<3,09
vaa [ vez | vaa [ vea | va [ vea | ver [ vez | va [ ve va | ve 10°:0;0 10°:0;0 | 10°: >300; >300
39 | 37 | a2 | 38 | 42 | 38 | @0 [ 37| a2 | 39 N=3,3x10° | 10:0;0 10:0;0__ | 10" >300; >300
tay ! = & | »: 30 L ) —
azf;:::;?:;a 0 0] 79 Log N =850 | Na=<1,4x10°| Na=<14x10° | Na=>33x10*
NV=3,810° | NVB=4x10" A=40 B=38,5 C=40 107 | 35 | 34 | MNO=345%10"|LogNa=<219 logNa=<2,15] LogNa=>4,52
NV0=3,8¢10 LogNO=7,53| LogR=>536| LogR=>536 | LogR=<2.99
vel | ve2 | ver | vea | vel | vez | ver [ vez | vel | ve vl | ve 10°:0; 0 10°:0;0 | 10°: >300; >300
Ente 00 | 96 | 99 | 94 | 99 | 94 | 91 | 8 | 76 | 7 3 N=4,1x10° | 10°:0;0 10:0;0__ | 10-*: >300; >300
10 »>330 | »>330
hirse Log N =8,62 | Na = <1,4x10°| Na=<1,4x10° | Na=>3,3x10*
ATCC 10541 NV=9,8x10° |NVB=9,65x107  A=96,5 B=90 C=73,5 | @ - NO=4,4X10° [Log Na = <2,15] Log Na=<2,15| Log Na=>4,52
NV0=9,8x 107 LogNO=7,61| LogR=>546| LogR=>546 | LogR=<3,09
Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | vel | vez | Vel | vez | vel | ve2 val | ve 10°.0; 0 10°:0;0 | 10°:>300; >300
Escherichiacoli || 3% [ a1 [ 3 [ a1 |39 [38 [ 36| @ 39 | ] ] 390 | N=22%I0" | 100:0 10:0;0 | 107 >300; >300
x1zecsc::3°3' Log N =852 | Na = <1,4x10°| Na=<L4x10° | Na=>3,3x10°
NV=3,85x1CF | NVB=dx10" A=40 B=37 cea0s | o] 35 | 34 [M0=3.45%10" |log Na= <215 LogNa=<2,15] LogNa =452
NV0=3,85%10 LogNO=7552 LogR=>5,41] LogR=>541 | LogR=<299
Vel | Vez | Vel | Ve2 | Vel | Vez | Vel | Ve2 | Vel | ve2 vel | ve2 10°:0;0 10°%:0,0 | 10°: >300; >300
Salmonella [103 | 99 [ 99 [ 9% | w [ s [ |s |77 N=4,7%10° | 10™:0;0 10:0,0 | 10™:>300; >300
10 | >330 | >330
enterica ATCC Log N=8,63 |Na=<14x10°| Na=<14x10® | Na=>3,3x10*
35664 NV=10,1x10° |NVB=9,75x10y A=97,5 B=90 C=75 107 | a3 | e |NO=435X10 JlogNa=<215] LogNa=<215| LogNa=>4,52
NV0=10,1x10° LogNO=7,66 | Log R=>5,50 | LogR=>550 | LogR=<3,13
vel | ve2 | ver | vez | ver | vez | ver | vez | ver | ve2 var | ve2 10°:0;0 10°:0;0 | 10°>300; >300
Listeri e = g
steria 02| 99 o6 or|o6|oso]|ear|aal] ], el ag],a0 | N22xwot| 1000 10:0;0 [ 10": >300; >300
monocytogenes LogN =851 [Na=<lax10?| Na=<Lax10® | Na=>3,3x10*
ATCC35152 | NV=10,05x10° [NVB=9,35x1 A=94,5 B=89,5 C725 | oo | 36 | 37 | NO=365K1O' JlogNa=<215] LogNa=<215| LogNa=>4,52
NV0=10,05x10% LogNO=7,51| Log R=>5,36 | LogR=>5,36 | LogR=<299

Ve : décomptes obtenus sur plaque.

N : nombre de cellules par ml dans la suspension d’essai.

NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.

Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.

NvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NvB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100

Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai & la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contréle des conditions de I'expérience A.

B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.

C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.

Log R : réduction logarithmique.
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> Traitement chirurgical des mains par friction et lavage chirurgical des
mains (T° 20°C - 1 minute de contact)

Conditions propres

Suspension de validation Essai de validation Procédé d'essai A la concentration
Organisme conTROLE e8| CONTROLEDY  vaLiDATION Raur jon de I i (i
. + CONDITIONS P 1 de l'essai
delessai | NvetNvo NVB  |ortmamep NEUTRALISATE  OE LA - preomy poen I o
vel | ve2 | vel [ ve2 [ ver | ve2 | vel | ve2 | va | ve2 vel | ve2 10°:0; 0 10°:0; 0 | 10°: >300; >300
Pseudomonas | 101 97 98 95 98 93 93 89 75 71 | 1o | »330 | »330 N=4,2X10° 10:0:0 10:0;0 107': >300; >300
aeruginosa Log N=8,63 | Na=<l dx10?| Na=<1,4x10° | Na=>3,3x10*
ATCC 15442 | NV=9,9x10° |NVB=9,65x A=95,5 B=91 C=73 107 | a5 | ag |NO=4.55X10" [LogNa=<2,15] logNa=<2,15] Log Na=>4,52
NVO0=9,9x 107 LogNO=7,62) LogR=>546| LogR=>550 | LogR=<3,09
Vel | va Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | Ve2 10°:0; 0 10°:0; 0 10°: >300 ; >300
39 36 42 38 a2 37 39 35 38 34 - N=3,3X10* 10:0; 0 10:0;0 107': »300; >300
_a:::'ﬂﬁ“"’ 15 | 5590 ] 530 Log N =8,50 | Na = <Ldx10°| Na= <Lax10° | Na=>3,3x10°
NV=3,75x10° | NVB=4x10* A=39,5 B=37 C=36 2 | % = NO=3,6X10° |Log Na=<2,15| Log Na=<2,15 | Log Na = >4,52
NV0=3,75x10 LogNO=753]| LogR=>536| LogR=>536 | LogR=<299
vel | ve2 | wvel | ve2 [ vel | ve2 | vel | ve2 | vel | ve2 vel | ve2 10°:0; 0 10°:0;0 | 10°: >300; >300
Enterococcus 102 | 100 96 | 94 96 92 92 20 75 72 | 4o | 330 | >a30 N=4,1X10° 10:0;0 10:0; 0 10~ >300; >300
hirae Log N=8,62 | Na=<1 4x10?| Na=<1,4x10° | Na=>3 310"
ATCC 10541 NV=10,1x10* | NVB=9,5x10* A=S4 B=91 C=73,5 107 | a8 & NO=4,45X10" |Log Na=<2,15| Log Na=<2,15 | Log Na=>4,52
NVO=10,1x10° LogNO=7,61| LogR=>546| LogR=>546 | LogR=<3,09
Vel | Va2 Vel | Ve2 | Vel | ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | Ve2 10°:0; 0 10°:0; 0 10°: >300 ; >300
Bikecnia ot |22 37 39 | 35| 39|37 |af35]aw]3b |, .| .05 N=3,1X10* 107:0;0 10:0;0 | 107 >300; >300
K12 CECT433 Loghi =852 |Na=<1410] Na=<L4u10” | Na=>3 300" |
NV=3,95x10" | NVB=3,7x10* A=38 B=37,5 C=38 w | 25 NO=3,6X10° [Log Na=<2,15{ Log Na = <2,15| Log Na = >4,52
NV0=3,95x10 LogNO=752) LogR=>541] LlogR=>541 | logR=<299
Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | va2 10°:0; 0 10°:0; 0 10°: >300 ; >300
Salmonella 100 96 9% 92 9% 94 a3 89 78 76 10 | 330 | >330 N=4,7X10* 10*:0; 0 107:0; 0 107 >300; >300
enterica ATCC Log N=863 |Na=<14x10°| Na=<14x10" | Na=>3 3x10"
35664 NV=9,8x10° | NVB=9,dx10* A=95 B=91 C=77 . NO=4,25X107 [Log Na = <2,15( Log Na=<2,15 Log Na=>4,52
NVO=9,8x10° W07 ] 42 | 8 e NO=7,66] logR=>5,50] LogR=>5,50 | LogR=<3,13
Vel | ve2 | Vel | ve2 | Vel | ve2 | Vel | ve2 | Vel | ve2 val | ve 10°:0;0 10°:0;0 | 10°:>300; >300
Listeria 102 | 9% 9 | %4 ] 9| 5| 93| || s N=3,2X10* 10":G;0 10":0;0 | 10™: >300; >300
monocytogenes anil e s N= =<1,4x10° | Na=<14x10° =>3,3x10°
Log N =851 |Na=<1,4x10° | Nas=<1,4x1 Na=>3,3x
ATCC 35152 NV=10x10° [NVB=9,65x104  A=97 B=91 C=76,5 i | =1 = NO=3,5X10° |Log Na = <2,15( Log Na s<2,15 | Log Na =>4,52
NVO=10x10° Log NO=7,51| LogR=>5,36 | LogR=>536 | LogR=<2,99

Vc : décomptes obtenus sur plaque.

N : nombre de cellules par ml dans la suspension d’essai.

NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.

Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.

NvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NvB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100

Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai & la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contréle des conditions de |'expérience A.

B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.

C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.

Log R : réduction logarithmique.
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> Désinfection des instruments (T° 20°C - 15 minutes de contact)

Conditions sales

S ion de validation Essai de validation Procédé d ecsal 3 la concentration
%f?'li?f NvetNvo |  Nve Eﬁ:‘fﬁi NEUTRALSATL| VA2ATIoN Suspension de l'essai V)
ue UR (B} METHODE (C) 100% 90% 0%

vel | we2 | wed | we2 | wel | wez | wel | ve2 | vel | ez Vel | we2 107:0; 0 10°:0;0 | 10°: »300; =300

Pseudomonas | 103 | 98 99 | 9s | 9o | o7 | o | o2 | 78] 74| .35 sq3p =02 107:0;0 107:0;0 | 107" >300; 300
aeruginosa LogN =863 [MNa=<1 410 | Na=<l4I10P | Na=>33x10°
ATCC15442 | NV=10,05x10° | NVB=9, 7x10* A=98 B=93 C=76 1w | aa 43 | MD=4.35X10° [Log Na=<2,15| LogNa=<2.15| Log Na=>4,52
NVD=10,05x10° Log NO=7,62 | LogR=>546 | LogR=>550 | LogR=<3,09

vel | wez | wedl | wez | wel | wez | wel | ve2 | vel | wvez Vel | we2 107:0; 0 10°:0;0 | 10°: >300; 5300

Staphylococtus 40 35 38 |3 | 3|33 a|36]38]35 ][ .50 N33 107:0;0 107:0;0 | 107" >300; 300
aureus ATOC 6538 LogN =850 [MNa=<14x10" | Na=<l410® | Na=>3,3x10°
NV=3,75¢10° |NVB=3,65x10%  A=355 B=38,5 C=36,5 1w | aa 35 | MD=3.45X10° [Log Na=<2,15| LogNa=<2.15| Log Na=>4,52
NWV0=3,75x10 Log NO=7,53 | LogR=>536 | LogR=>536 | LogR=<299

vel | wez | wedl | wez | wel | wez | wel | ve2 | vel | wvez Vel | we2 107:0; 0 10°:0;0 | 10°: >300; 5300

Enterococcus | 101 | 97 98 | 95 | 98 | 96 | o1 | 88 | 77| B |, a| 330 | azp AT 107:0;0 107:0;0 | 107" >300; 300
hirae LogN =8,62 |Na=<Lax10° | Na=<14x10° | Nas=>3,3x10°
ATCC 10541 NV=5,9x10° |NVB=9,65x10%  A=97 B=89,5 C=75 w | a 4p | NO=4.2X107 |logNa= <215 LogNa=<2,15| Log Na=>4,52
NVO=9,9x10° Log MO=7,61| LogR=>546 | LogR=>546 | LogR=<3,09

Vel | wie2 | wel | we2 | Vel | ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | ve2 10%0; 0 10°:0;0 | 10°:>300; >300

Salrr?nnel la 102 | 97 97 | 93 | o7 | 95 ] o1 | 89 | 78 | 73 | 0| 33 | oqap M=ATX10" 10:0; 0 107 0;0 | 10 »300; >300
enterica ATCC Log N =863 | Na=<ldx10?| Na=<Ldx1(f | Na=>3, 310"
35664 NV=3,95x10° | NVB=9,5x10" A=96 B=90 (=755 107 &3 . MO=4, 45107 Log Ma=<2,15| Log Ma=<2,15 | Log Na=>4,52
NVD=9,95x10° Log NO=7,66 | LogR=>550 | LogR=>550 | LogR=<3,13

vel | wie2 | wel | we2 | Vel | vez | vel | ve2 | Vel | ve2 Vel | ve2 10%:0;0 10°0;0 | 10°:>300; >300

Listeria 102 | 100 | 98 | 96 | 98 | 96 [ 91 | 8 | 76 | 72 | | 000 | sgap [ N=B2GAO° 10: 0; 0 107:0;0 | 107 »300; >300
monacytogenes Log M =851 |MNa=<14x10°7 | Na=<l4<10° | Na=>3310°
ATCC 35152 NV=10,1x10° | NVB=9, 710" A=9T B=90 C=74 w | w - NO=3,7%10° |Log Na=<2,15| Log Na=<2,15 | Log Na=>,52
NV0=10, 1< 10° Log NO=7,51| Log R=>536 | LogR=>536 | LogR=<299

Vel | We2 | Wel | We2 | Wel | We2 | Vel | Ve2 | Vel | We2 Vel | we2 10°:0;0 10°:0;0 | 10°:>300;>300

Enterococeus | 101 | 97 9 | 95 | 99| 95 ] 92 | 88 | 96 | 71 | o Lo | o330 [H=4 2x10* 107: 0,0 10700 | 107 »300; 300
faecium ATCC LogN =863 |Ma=<l &l0F| Ma=<ldllF | Na=>3310%
700221 NV=5,9¢10° | NVB=5,7x10° A=97 B=90 C=73,5 w | @ | s NO=4,35X10" |Log Na= <2,15| Log Na = <2,15 | Log Na =>4,54
NV0=9,9x10% LogNO=7,62 | LogR=>546 | LogR=>550 | LogR=<3,08

Vc : décomptes obtenus sur plaque.

N : nombre de cellules par ml dans la suspension d’essai.

NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.

Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.

NvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NvB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100

Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai & la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contréle des conditions de |'expérience A.

B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.

C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.

Log R : réduction logarithmique.

CARACTERISATION DE L'EAU OZONISEE ET VALIDATION DE SU CAPACITE DESINFECTANTE- AVET AG

Page 36 sur 54



O

avet ino(” Jua | Instituto

de SALUD ALIMENTARIA

> Désinfection des instruments (T° 20°C - 15 minutes de contact)

Conditions propres

Suspension de validation Essai de validation Procédé d'essal 4 la concentration
gl IV B |--= ) e e ——— i
" UR (5] METHODE (T} 100% 90% 30%

vel | we2 | wel | wez | wel | we2 | wvel | we2 | vel | we2 vel | we2 10°:0; 0 10°:0;0 | 10°: >300; >300

Pseudomonas | 102 | o7 96 | 91 | 96 | 94 | 91 | 8 | 75 | 73 | 16| u330 | 2qap [NEAZXIOF 1000 107:0; 0 | 107 >300; >300
aerugingsa Log N=863 |Naw<l dull’ | Na=<Ldxl(” | Naw=>33x10°
ATCC15442 | NV=9,95¢10° |NVB=9,35x107  A=95 B=88,5 Ca74 1w | s 43 | MO=4.4X10" |LogNa=<2,15| LogNa=<2,15| LogNa=>4,52
NV0=9,95 107 LogNO=7,62 | LlogR=>545 | LogR=>550 | LogR=<3,00

vel | we2 | wel | vez | wel | ve2 | wver | ve2 | vel | ve2 vel | ve2 10°:0; 0 10°0;0 | 10°:>300; >300

Staphylacoccus |—4L EL] 39 | 34 | 39 | 34 | a2 | 39 | a1 | 38 | oo o0 g [ Ne33NIC° 10 0; 0 10 0;0 | 107 »300; 300
aureus ATCC 6538 LogMN =850 |Nam=<ldxll® | Na=<ldx1(? | Maw=>3,3x10°
NWV=3,95¢10° [NVB=3,65x10  A=35,5 B=40,5 C=39,5 w7 | a1 35 | M0=3.45X107 |log Na=<2,15 LogNa=<2,15| Log Na=>4,52
NViD=3,95x10 Log MO=7,53 | LogR=>536 | LogR=>536 | LogR=<299

Vel | We2 | Wel | We2 | Wel | ve2 | Vel | We2 | vel | We2 Vel | We2 10°:0; 0 10°:0;0 | 10°: »300; 300

Enterococcus | 204 | 101 | 96 | 91 | 96 | 94 | 02 | 90 | 74 | 69 [ | o0 g., | Nes OO 107 0; 0 1000 | 107 »300; >300
hirae Log N = 8,62 |Na=<l,dx1lP | Na=<lLdx10 | Nam=>3,3x10*
ATCC 10541 | NV=10,25¢10° [NVB=9,35x107  AsS5 Ba91 CaTL5 w | a6 42 | MD=4.4X10° flogNa=<3,15| LogNa=<2,15]| LogNa=>4,52
NV0=10,25% 107 Log NO= 7,61 | LogR=>546 | LogR=>546 | LogR=<3,09

wel | wez | wver | wez | vel | vez | wvel | we2 | ver | ve2 Vel | ve2 10°:0; 0 10°:0;0 | 10°: »300; >300

salmonella m | 38 96 | 92 | 96 | 93] o1 |86 |77 | 72| o oo ,q50 | N=bTXIO 107:0;0 10:0;0 | 207 »300; >300
enterica ATCC LogN=863 |Na=<1ax10°| Na=<Ldx10® | Na=>33x10
35664 NV=9,95x10F | NVB=9,4x10*| A=945 B=83,5 C=74,5 w0 | aa 45 |NO=A45X 107 |Log Na =<2,15( Log Na=<2,15| Log Na=>4,52
NVD=9,95x10° Log NO=7,66 | Log R=>5,50 | LogR=>550 | LogR=<313

wel | we2 | wel | we2 | vel | ve2 | vel | vie2 | vel | ve2 Vel | ve2 10°:0; 0 10°:0;0 | 10°: >300; >300

Listeria 4| o0 | o8 | o4 | o8 | o6 [ 92 | 88 | 78 | 76 | .| oo | saaq [MER2XIO° 107 0;0 10°:0;0 | 107 »300; =300
monocytogenes Log N =851 |Na=<1dx10f| Na=<Ldx10? | Na=>33x10%
ATCC 35152 NV=10,2x10° | NVB=9,6x10* A=97 B=90,5 C=77 w | 2 3 MD=3,7X10° [Log Na =<2,15] Log Na=+2,15| Log Na=>4,52
NV0=10,2¢10° Log MO=7,51 | LogR=>5,36 | LogR=>536 | LogR=<299

Wel | we2 | wel | we2 | Vel | ve2 | Vel | we2 | Vel | ve2 Vel | We2 10%:0; 0 10%:0;0 10%: >300; =300

Enterococcus 102 98 g7 95 a7 94 91 86 73 69 108 | »330 | »330 N=4, 2105 107:0: 0 107: 0,0 107': >300; =300
faedum ATCC LogN=863 |Na=<l4xl0F| Na=<l4xl(F | Na=>33x10°
700221 MW=L 10F | NVB=96x10%|  A=955 B=H8,5 C=71 o | aa & NO=4, 34107 Na = <2,15! Na=<2,15 | Log Na=>4,52
NV0=10¢10° Log MO=7,62 | Log R=>546 | LogR=>550 | LogR=<3,09

Vc : décomptes obtenus sur plaque.

N : nombre de cellules par ml dans la suspension d’essai.

NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.

Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.

NvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NvB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100

Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai & la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contréle des conditions de I'expérience A.

B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.

C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.

Log R : réduction logarithmique.
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> Désinfection des instruments (T° 70°C para E. faecium — 15 minutes de contact)

Conditions sales

Suspension de validation Essal de validation Procédé d'essai a la concentration
Organisme CONTROLE DES| CONTROLE DU VALIDATION ; T %(V/V)
delessai | Nvet Nvo NVB [, CONOIONS | NEUTRAUSATE  DELA Suspension de I'essai
- UR (B) METHODE (C) 100% 0% 30%
Vel Ve2 | Vel | Vie2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Va2 Vel | ve2 10°:0; 0 10°:0;0 10°: >300; >300
Enterococcus 101 a7 99 95 a9 a5 92 88 76 71 10 | >330 | >330 N=4,2X10° 1000 107:0;0 107": >300; >300
faecium ATCC LogN =8,63 | Na=<14x10°| Na=<14x10* | Na=>33x10*
700221 NV=9,9x10* | NVB=9,7x10* A=97 B=90 C=73,5 107 & & N0=4,35X10" |Log Na=<2,15| Log Na=<2,15| Log Na=>4,54
NV0=9,9%10° LogNO=7,62 | LogR=>5,46 | LogR=>550 | LogR=<3,08

> Désinfection des instruments (T° 70°C para E. faecium — 15 minutes de contact)

Conditions propres

" : Suspension de validation Essai de validation Procédé d‘essai(é}e]cnncentratinn
rganisme CONTROLE OES nfs' CONTROLE DU | vALIDATION % " %[V,
del'essai | NvetNvo NVB aﬁg::g&',“im 3;%@&75 MET?-!%IE)AE - Suspension de I'essai = = s
Vel Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | ve2 10°:0;0 10°:0;0 10°: >300 ; >300
Enterococcus | 102 [ 98 [ o7 | o5 [ o7 [ oa [ o1 [ 86 | 7 [ @0 |, s ,550 [ 5330 |- M=t2x20* | 1000 107:0:0 | 10 >300; >300
faecium ATCC Log N=863 | Na=<14x10?| Na=<1,4x10? | Na=>33x10*
700221 NV=10x10" | NVB=9,6x10" A=95,5 B=88,5 Cc=71 107 - a2 N0=4,3X10’ |Log Na =<2,15| Log Na=<2,15| Log Na=>4,52
NV0=10x10° LogNO=7,62 LogR=>546 | LogR=>5,50 | LogR=<3,09

Vc : décomptes obtenus sur plaque.

N : nombre de cellules par ml dans la suspension d’essai.

NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.

Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.

NvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NvB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100

Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai a la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contrdle des conditions de |'expérience A.

B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.

C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.

Log R : réduction logarithmique.
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> Désinfection de superficies (T® 20°C - 1 minute de contact)

Conditions sales

Instituto

de SALUD ALIMENTARIA

Suspension de validation

Essai de validation

Dupaniiins s Procédé d'ess&i‘e‘ }‘ai Jconcentratlon
el céu.munmr?sﬁ AL YALDATION Suspension de I'essai

del'essai | Nvet Nvo Nve mm,ﬁmu, xu{;:uusm i rete - = = =
vel | ve2 | vel | ve2 | vel | vez | vel | ve2 | vea | ve vel | ve2 10°:0;0 10%0;0 | 10°: >300; >300
Pseudomonas 100 98 97 a5 97 93 93 90 77 74 10¢ | »330 | 330 N=4,2x10* 10':0; 0 10':0; 0 107': >300; >300
aeruginosa Log N=8,63 |Na=<14x10°| Na=<1,4x10° | Na=>3,3x10
ATCC 15442 NV=9,9x10* | NVB=9,6x10" A=95 B=91,5 C=75,5 107 46 46 NO=4,6X10" Log Na =<2 15| LogNa=<2,15| LogNa=>452
NV0=9,9x10* LogNO=7,62 | LogR=>5,46 | LogR=>5,50 | LogR=<3,09
Vel | ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Va2 | Vel | Va2 Vel | va2 10%0;0 10%0;0 10°: >300 ; >300
41 36 41 38 41 37 39 35 40 38 . N=3,3X10° 10:0; 0 10:0;0 107': >300; >300
az::‘:‘:'ﬂm";;’;a 1070 | >330 | X330 [ N =850 | Na= <L4x10'| Na=<L4x10" | Na=>3,3x10°
NV=3,85x10" |NVB=3,95x10"  A=39 B=37 c=39 o 35 | NO=35X107 [LogNa=<2,15( LogNa=<2,15| Log Na=>4,52
NV0=3,85x10 LogNO=7,53 | LogR=>536| LogR=>536 | LogR=<299
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | Ve2 10°:0;0 10°:0;0 10°: >300 ; >300
Enterococcus 104 102 96 92 96 a3 93 91 77 72 10 N=4 1X10* 107:0;0 10:0;0 107': >300; >300

% >330 | »330

hirae Log N =862 |Na=<L4x10?| Na=<14x10" | Na=>3,3x10'
ATCC 10541 NV=10,3x10" | NVB=3,4x10%| A=94,5 B=92 C=74,5 e i i NO=4,45X10 |Log Na =<2,15{ Log Na=<2,15| Log Na=>4,52
NV0=10,3x10° LogNO=76111logR=>546| LogR=>546 | logR=<309
Vel | ve2 | vel | Ve2 | Vel [ ve2 | vel | ve2 | va | ve2 Vel | ve2 10°:0; 0 10°0;0 | 10°: >300; >300
salmonella 104 | 100 [ 98 | 94 ] 98 [ 93 | o1 | 87 | 73 | 68 [, 4 | o339 [ 5330 | _NotTXIO® 107:G;0 107:0;0 | 107 >300; >300
enterica ATCC LogN=8,63 | Na=<14x10°| Na=<14x10 | Na=>3,3x10*
35664 NV=10,2x10" | NVB=9,6x10*| A=955 B=89 C=70,5 107 | a8 . NO=4,5X10" |Log Na=<2,15 Log Na=<2,15| LogNa=>4,52
NV0=10,2x10° Log NO=7,66| LogR=>5,50 | LogR=>5,50 | LogR=<3,13
Vel | Va2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | Ve2 10°:0; 0 10°:0; 0 10°: >300 ; >300
Listeria 100 | 9% | 96 | 94 | 9 | 92 | 93 7% | 2 | ou | 5300 [ 530 | Ned 200 10:0;0 10":0;0 | 107: >300; >300
monocytogenes LogN =851 |Na=<14x10°| Na=<1,4x10° | Na=>3,3x10*
ATCC35152 | NV=9,8x10° | NVB=9,5x10°| A=94 B=01 C=74 T [ [ NO=3,55X107 |Log Na=<2,15 Log Na=<2,15| LogNa=>4,52
NV0=9,8¢10° LogNO=7,51| LogR=>5,36 | LogR=>5,36 | LogR=<2,99

Ve : décomptes obtenus sur plaque.
N : nombre de cellules par ml dans la suspension d’essai.
NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.

Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.

NvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NvB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100
Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai & la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contréle des conditions de I'expérience A.
B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.

C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.

Log R : réduction logarithmique.
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> Désinfection de superficies (T® 20°C - 1 minute de contact)

Conditions propres

Organisme St ion de validati — Essai de validation Procédé d'ess%i 3 la concentration
degl’ essai Nvet Nvo Nve :‘E‘Sﬁ&fé“:{:‘ ﬁgmﬁgf#’ V'AII;I.E:'TRON Suspension de I'essai (VAV)
iy UR (B} METHODE (C) 100% 90% 0%

Vel Ve2 Vel | We2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel Ve2 10%:0; 0 10°:0; 0 10°: »300 ; >300

Pseudomonas 103 9 96 93 96 91 94 90 74 70 1075 | »330 | »330 N=4,2X10® 107 0; 0 1070, 0 107': >300; >300
aeruginosa Log N =863 |Na=<1,4x10° | Na=<14x10° | Na=>33x10*
ATCC 15442 NV=10,1x10° |NVB=9,45x 10 A=93,5 B=52 =72 107 2 3 N0=4,25X107 |Log Na=<2,15 Log Na=<2,15 | Log Na =>4,52
NV0=10, 1x 107 LogNO=7,62 | Log R=>5,46 | LogR=>5,50 | LogR=<3,09

Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel Ve2 10°:0; 0 10°:0; 0 10°: »300 ; 300

Staphylococcus 39 36 38 33 38 34 40 38 38 35 1075 | »330 | »330 N=3,3X10% 107 0; 0 1070, 0 107': >300; >300
- ureus ATCC 6538, Log N=8,50 |Na=<L4x1(F| Na=<Lax10® | Na=>3,3x10°
NV=3,75x10° |NVB=3,55x%10% =36 =39 (=365 107 37 15 NO=3,6X107 |Log Na=<2,15( Log Na=<2,15 | Log Na =>4,52
NV0=3, 75x 10 LogN0=7,53| LogR=>5,36 | logR=>536 | LogR=<2,99

Vel Ve2 Vel | We2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel Ve2 10%:0; 0 10°:0; 0 10°: »300 ; >300

Enterococcus 104 101 97 92 97 o2 91 &7 73 71 107¢ | >330 | »330 N=4,1%10% 1060 1000 107': >300; >300
hirae Log N=8,62 |Na=<L4x1(F| Na=<Lax10® | Na=>3,3x10°
ATCC 10541 NV=10,25x 10F |NVEB=9,45% 10 A=94,5 B=89 =72 1077 % 2 NO=4,4X10°7 |Log Na=<2,15| Log Na=<2,15 | Log Na =>4,52

[Nv0=10.25x10 LoN0=7.61 1o =556 | L0gR=>5.06 | LoeR=<30a

Vel V2 Vel | We2 | Vel | Ve2 | Vel | Va2 | Vel | Ve2 Vel V2 10%:0;0 0;0 10°: >300; >300

Salmonella 104 102 98 96 98 93 91 88 73 68 10¢ | »330 | 330 N=4,7X10° 107:0; 0 107:0; 0 107": »300; >300
enterica ATCC LogN =8,63 |Na=<14x10°| Na=<14x10° | Na=>33x10*
35664 NV=10,3x10° [NVB=8,7x10°| A=955 B=89,5 c=70,5 107 | a6 | ag |NO=ASX10" llogNa=<215| LogNa=<215| LogNa=>4,52
NV0=10,3x 107 LogNO=7,66 | LogR=>5,50| LogR=>550 | LogR=<3,13

vel | ve2 | vel | ver | vel | ve | vel | ve | va | ve va | va 10%0;0 10%0;0  |10°:>300;>300

Listeria 103 | 101 [ a7 | o3 [or|oaon[se |7 71] [ .0, [ N32ac 107:0; 0 10°:0;0 | 107 >300; >300
manacytogenes Log N =851 |Na=<14x10°| Na=<1,4x10° | Na=>33x10*
ATCC35152 [ NV=10,2x10° | NVB=8,5x10°| A=95 B=88,5 =725 107 | 35 | 34 |NO=345KIOD |LogNa=<2.15{ LogNa=<215| Log Na=>4,52
NV0=10, 2% 107 LogNO=7,51| LogR=>5,36| LogR=>536 | LogR=<2,99

Ve : décomptes obtenus sur plaque.

N : nombre de cellules par ml dans la suspension d’essai.

NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.

Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.

NvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NvB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100

Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai & la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contréle des conditions de I'expérience A.

B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.

C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.

Log R : réduction logarithmique.
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En guise de conclusion il faut indiquer que |'eau ozonisée utilisée dans l'essai,
générée sur place avec I’'équipement EOS7211-BX / WS1200X (N° de serie:
7211BXNA1101 - Production: 2023), respecte la Norme UNE-EN
13727:2012+A2:2015, sous des conditions propres et sales, pour les
concentrations 100% (1,62ppm) y 90% (1,46ppm) face aux souches de
référence Pseudomonas aeruginosa ATCC 15 442, Escherichia coli K12 CECT 433,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus hirae ATCC 10541, Enterococcus
faecium ATCC 700221, Listeria monocytogenes CECT 935 et Salmonella enterica subsp.
enterica  ATCC 35664, en faisant preuve au moins d’une réduction
logarithmique de 5 log dans les activités suivantes applicables dans le domaine
médical :
e Traitement hygiénique des mains par friction et lavage hygiénique
des mains (T 20°C - 60 secondes de contact)
e Traitement chirurgical des mains par friction et lavage chirurgical des
mains (T 20°C - 1 minute de contact)
o Désinfection des instruments (T 20°C (70°C pour Enterococcus faecium) - 15
minutes de contact)

o Désinfection des surfaces (T° 20°C — 1 minute de contact)

A Oviedo, le 16 Mars 2024

Lepedal Macias
Directeur technique
inoQua | Institut de Santé Alimentaire
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ESSAI ACTIVITE FONGICIDE /LEVURICIDE DANS LA ZONE MEDICALE
Norme UNE-EN 13624:2014

Essai quantitatif de superficie pour I’évaluation de I'activité fongicide ou
levuricide en médecine (phase 2, étape 1)

Réalisation de l’essai: 26/02/2024 - 09/03/2024
Rapport analytique: 5052/24

Méthodologie

la méthode établie dans ladite norme, pour évaluer et prouver Iactivité
fongicide/levuricide de I'eau ozonisée dans les 4 activitts du domaine médical
mentionnées, est fondée sur la détermination des microorganismes survivants & I'action de
I'eau ozonisée & travers un procédé de dilution — neutralisation.

Pour ce faire, on ajoute |'échantillon d’eau ozonisée & une suspension d'essai de
champignons (cellules de levure et spores de moisi) dans une solution d'une substance
interférente. Le mélange est conservé & la température et aux durées de contact spécifiées
sur le tableau 1 en fonction de I'activité dont il s’agisse.

L'eau ozonée est un liquide transparent et incolore, soluble dans I'eau dure normalisée. Les
concentrations d'eau ozonée choisies pour mener |'essai étaient de 100%, 90% et 30%, et
ce sont celles auxquelles nous nous référerons dans les tableaux de résultats. Cependant, il
convient de noter qu'en raison des processus de dilution lors de l'incorporation de la
solution contenant les virus et les substances interférentes pendant le développement
expérimental, la concentration maximale du produit pouvant étre testée selon la procédure

standard est de 80%.

la substance interférente utilisée sous des conditions sales est une solution aqueuse
d’albumine bovine et d'érythrocytes ovins dans une concentration de 3g/L et 3ml/L,
respectivement. Sous des conditions propres la solution aqueuse est faite & base
d’albumine bovine dans une concentration de 0,3g/L.

Les souches fongiques utilisées ont été:

e Candida albicans ATCC 10 231
e Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
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Sur le tableau suivant sont détaillées les souches utilisées et les températures auxquelles les
essais ont été réalisés en fonction de I'activité d'application et des temps de contact.

Traitement Traitement
hygiénique chirurgical des
ACTIVITES de:rir::ilol:se?ar i::::?osng:: Désinfection Désinfection
D’APPLICATION des instruments | de surfaces
lavage lavage
hygiénique | chirurgical des
des mains mains
Candida albicans Candida
(cellules albicans
Souches Candida albicans | Candida albicans végétatives) (cellules
. (cellules (cellules Aspergillus végétatives)
fongiques
919 végétatives) végétatives) brasiliensis Aspergillus
(conidiospores) brasiliensis
conidiospores
diosp
Tempeérature 20°C 20°C 20°C 20°C
d’essai
Temps de 60 secondes 1 minute 15 minutes 1 minute
contact

Ecoulée la durée du contact, I'action fongicide et/ou fongistatique est neutralisée ou
supprimée immédiatement & l'aide d’une solution neutralisante préalablement validée.
Dans ce cas-la, les neutralisateurs employés ont été Lécithine (3g/l) ; Tween 80 (30ml/I) ;
Tiosulfate sodique (5g/1) ; L-histidine (1 g/I) ; En tampon phosphate 0,0025N.

Parallélement, il est déterminé de méme le nombre de champignons sur une superficie
traitée avec de I'eau dure (300mg/Kg CaCo3) au lieu de |'eau ozonisée, et il est calculé
par différence la réduction des décomptes viables assignée au produit.

Finalement, il est déterminé quantitativement le nombre de microorganismes survivants
pouvant étre récupérés suite & la suspension. le moyen de culture utilisé pour
I’ensemencement est MEA (Agar extrait de malte) et la température d’incubation de ces
derniers a été de 30°C.
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Sur le tableau suivant sont indiqués les résultats de |'essai:
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> Traitement hygiénique des mains par friction et lavage hygiénique des
mains (T 20°C - 60 secondes de contaci)

Conditions sales

Suspension de validation Essai de validation Procédé d’essai A la concentration
Organisme CONTROLE DES | CONTROLE DU| VALIDATION 1 L %(V/V)
do Pasal Nv et Nvo Nve Exggg!nmow:m: NEUTRALISATE  DE LA Suspension de I'essai
(.AEI)é - UR (B) METHODE (C) 100% 90% 30%
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel Ve2 10%:0; 0 10°:0; 0 10°: >300 ; >300
Candida albicans 101 98 96 94 96 92 91 86 73 69 10 | »a30 | 330 N=4,2X10° 10':0; 0 107:0; 0 10™: >300; >300
ATCC 10231 Log N =8,64 |Na=<14x10"| Na=<15x10* | Na=>37x10*
NV=9,95x10° | NVB=9,5x10* A=94 B=88,5 =71 107 | a3 % NO=4,45X107 |Log Na=<2,15| Log Na=<2,15| Log Na=>4,52
NV0=9,95x 10 LogNO=7,62 | LogR=>5,46| LogR=>550 | LogR=<3,08
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel Ve2 10%:0; 0 10°:0;0 10°: >300 ; >300
Aspergillus 41 36 41 38 41 36 38 35 42 37 10 | 330 | >330 N=3,3X10° 107':0; 0 10:0; 0 10™': >300; >300
brasiliensis ATCC Log N =8,51 | Na=<1,4x10*| Na=<1,4x10° | Na=>33x10*
16404 NV=3,85x10° |[NVB=3,95x10° A=385 B=36,5 C=39,5 107 5 u ND=3,45X107 |Log Na =<2,15 Log Na=<2,15| LogNa=>4,52
NV0=3,85x10 LogNO=7,53 | LogR=>5,37 | LogR=>534 | LogR=<298
d. L
Conditions propres
Suspension de validation Essai de validation Procédé d’essai a la concentration
Organisme CgmﬁES CONTROLEDU VALIDATION 5 e b R %(V/V)
de I'essai Nve NEUTRALISATE  DE LA uspension de I'essai
Nv et Nvo Expﬁmnz)mﬁ UR(B) METHODE (d) 100% 90% 30%
vel | ve2 [ ver [vea [ver [ vea [vel | vea | val [ ve2 vel | ve2 10°:0;0 10%:0;0  [10°>300; >300
= . -0 ™ :
Candidi albicaia 101 96 97 92 97 95 94 89 73 70 10 | »330 | »330 N=4,2X10° 10: 6,0 107":0; 0 107': >300; >300
ATCC 10231 LogN =864 |Na=<14x10?| Na=<15x10? | Na=>37x10*
NV=9,85x10° |NVB=9,45x10"| A=96 B=91,5 C=715 1077 a5 46 NO=4,55X107 |Log Na =<2,15 LogNa=<2,15| Log Na=>4,52
NV0=9,85x10° LogNO=7,62| LogR=>546 | LogR=>550 | LogR=<3,08
Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | Ve2 10%:0;0 10%0;0 10°%: >300; >300
Aspergillus 38 36 41 38 41 37 42 40 42 40 10 | >330 | >330 N=3,3X10° 107:0; 0 107:0; 0 10': >300; >300
brasiliensis ATCC Log N =8,51 |Na=<14x10?| Na=<14x10* | Na=>3,3x10*
16404 NV=3,7x10* |NVB=3,95x10% A=39 B=41 C=41 1077 2 3 NO=3,4X10° |Log Na=<2,15| Log Na=<2,15| Log Na=>4,52
NV0=3,7x10 Log NO=7,53 | LogR=>5,37 | LogR=>534 | LogR=<2,98

Ve : décomptes obtenus sur plaque.
N : nombre de cellules par ml dans la suspension d’essai.
NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.

Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.

NvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NvB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100
Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai & la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contréle des conditions de I'expérience A.
B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.
C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.
Log R : réduction logarithmique.
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> Traitement chirurgical des mains par friction et lavage chirurgical des
mains (T° 20°C - 1 minute de contact)

Conditions sales

o . Suspension de validation Essai de validation Procédé d'essai(é}a lconcentratiun
rganisme CONTROLE DES | CONTROLE DU| vALIDATION . , . %(V/V
de l'essai Nv et Nvo Nva | CONDITIONS _ | NEUTRALISATE _DE LA Suspension de I'essai
ey UR(B) METHODE (C) 100% 90% 30%
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Vie2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel Ve2 10°:0;0 10°:0;0 10°: >300 ; >300
Candida albicans 103 9 99 95 9 97 91 89 74 72 10 | »330 | 330 N=4,2X10° 10: g0 107:0; 0 107': >300; >300
ATCC 10231 Log N =8,64 |Na=<1,4x10%| Na=<1,5x10® | Na=>3,7x10*
NV=10,1x10° | NVB=9,7x10* =98 B=90 =73 w07 | 4 0 NO=4,3X10" |Log Na=<2,15| Log Na=<2,15| Log Na=>4,52
NV0=10, 1x10* LogN0=7,62 | LogR=>546 | LogR=>550 | LogR=<3,08
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | Ve2 10%:0;0 10°:0;0 10°: >300; >300
Aspergillus 38 36 38 35 38 36 42 37 41 36 10¢ | >330 | >330 N=3,3x10% 10:G; 0 10: 6,0 107': >300; >300
brasiliensis ATCC Log N =851 [Na=<1,4x10%| Na=<1,4x10? | Na=>3,3x10*
16404 NV=3,7x10* [NVB=3,65x10" A=37 B=39,5 C=38,5 107 15 16 NO0=3,55X10" |Log Na=<2,15| Log Na=<2,15| Log Na=>4,52
NV0=3,7x10 LogN0=7,53| LogR=>5,37 | LogR=>5,34 | LogR=<2,98
LI
Conditions propres
Suspension de validation Essai de validation Procédé d‘essai(é/l\alcuncentration
Organisme CONTROLE DES| CONTROLE DY VALIDATION] . : . %(V/V)
de Pessai Nv et Nvo Nve LSQNOITIONS | NEUTRALISATE ~ DELA Suspension de I'essai
XPER :“‘5””‘-5 UR (B) METHODE (C} 100% 90% 30%
Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | Ve2 10°:0;0 10°:0;0 10°: >300 ; >300
Candlda albicans |- 294 | 99 97 | 93 | 97 | 95| 94 | 90 [ 77 | 72 | o6 | 5339 | »33g |_N=A2XI0° 107:0;0 10:0;0 | 107 >300; >300
ATCC 10231 LogN =8,64 | Na=<1,4x10?| Na=<1,5x10% | Na=>3,7x10°
NV=10,15x10° | NVB=9,5x10* A=96 =92 C=74,5 1077 “ % NO=4,5X10" |Log Na=<2,15/ Log Na=<2,15| Log Na=>4,52
NV0=10,15x10% Log NO=7,62 | LogR=>5,46| LogR=>550 | LogR=<3,08
Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | ve2 | Vel | Ve2 | Vel | ve2 Vel | Ve2 10%:0;0 10°:0;0 10°: >300 ; >300
Aspergillus 40 37 40 36 40 35 40 35 38 34 106 | »330 | 330 N=3,3X10° 10:0;0 10:0;0 107: >300; >300
brasiliensis ATCC LogN =8,51 | Na=<1,4x10?| Na=<1,4x10? | Na=>3,3x10°
16404 NV=3,85x10° | NVB=3,8x10* A=37,5 B=37,5 C=36 107 37 36 NO=3,65X10” |Log Na=<2,15/ Log Na=<2,15| Log Na=>4,52
NV0=3,85x10 Log NO=7,53| Log R=>5,37| LogR=>534 | LogR=<2,98

Ve : décomptes obtenus sur plaque.
N : nombre de cellules par ml dans la suspension d’essai.
NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.

Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.
NvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NVB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100
Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai & la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contréle des conditions de I'expérience A.
B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.
C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.
Log R : réduction logarithmique.
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> Désinfection des instruments (T° 20°C - 15 minutes de contact)

Conditions sales

Suspension de validation Essai de validation Procidé o essal 3 la concentration
Organisme CONTROLE DES | CONTROLE DU| VALIDATION . s %(V/V)
de I'essai NV et Nvo Nve Ex‘é‘é';f.’.'.&"ﬁig NEUTRALISATE  DELA Suspension de I'essai
" < UR(B) METHODE (C) 100% 90% 30%
Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | Ve2 10%:0; 0 10%0;0 10°: >300; >300
Candida albicans 102 100 97 95 97 93 91 88 73 69 106 | 330 | >330 N=4,2X10% 10:0;0 10:0;0 107": >300; >300
ATCC 10231 Log N=8,64 |Na=<14x10*| Na=<1,5x10* | Na=>3,7x10*
NV=10,1x10° | NVB=9,6x10* A=95 B=89,5 =71 107 45 a“ NO=4,5X10" |Log Na =<2,15| Log Na=<2,15| LogNa=>4,52
NV0=10,1x10* LogNO=7,62| LogR=>5,46 | LogR=>5,50 | LogR=<3,08
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | Ve2 10°:0;0 10°:0;0 10°: >300; >300
Aspergillus 38 35 39 35 39 36 39 34 42 39 6 N=3,3X10° 10:0; 0 10:0;0 107": >300; >300
tlhare 10" >330 | >330
brasiliensis ATCC Log N =8,51 | Na=<1,4x10*| Na=<1,4x10* | Na=>3,3x10*
16404 NV=3,65x10* | NVB=3,7x10* A=37,5 B=36,5 C=40,5 1077 37 36 N0=3,65X10" |Log Na =<2,15| Log Na =<2,15| Log Na =>4,52
NV0=3,65x10 LogN0=7,53| Log R=>5,37 | LogR=>534 | LogR=<2,98
d. L
Conditions propres
Suspension de validation Essai de validation Procédé d’essai A la concentration
Organisme CONTROLE DES | CONTROLE DU| vALIDATION %(V/V)
. Suspension de |'essai
de I'essai CONDITIONS _ | NEUTRALISATE  DE LA
Nveet Nvo Nve e S UR B) METHODE (C) 100% 0% 30%
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel Ve2 10%0; 0 10°:0; 0 10°: >300 ; >300
Candida albicans 101 98 99 97 9 95 92 88 78 76 106 | 330 | >330 N=4,2X10% 107:0; 0 10:0; 0 107': >300; >300
ATCC 10231 LogN =8,64 | Na=<1,4x10?| Na=<1,5x10° | Na=>37x10*
NV=9,95x10° | NVB=9,8x10° A=97 8=90 c=77 10 | as 4 NO0=4,3X10° |Log Na =<2,15| Log Na=<2,15 | Log Na=>4,52
NV0=9,95x10? LogNO=7,62 | LogR=>546 | LogR=>550 | LogR=<3,08
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | Ve2 10°:0;0 10°:0; 0 10°: >300 ; >300
Aspergillus 39 35 39 35 39 36 42 40 41 39 1075 | »330 | »330 N=3,3X10% 107': 0; 0 107': 0; 0 10': >300; >300
brasiliensis ATCC LogN=8,51 [Na=<1,4x10?| Na=<1,4x10? | Na=>3,3x10*
16404 NV=3,7x10° |NVB=3,7x10*| A=375 B=41 C=40 107 | 2 6 NO0=3,5X10° |Log Na=<2,15| Log Na=<2,15 | Log Na=>4,52
NV0=3,7x10 Log NO=7,53 | LogR=>5,37 | LogR=>534 | LogR=<2,98

Ve : décomptes obtenus sur plaque.

N : nombre de cellules par ml dans la suspension d’essai.

NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.

Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.

NVvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NvB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100

Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai a la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contréle des conditions de |'expérience A.

B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.

C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.

Log R : réduction logarithmique.
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> Désinfection de superficies (T® 20°C - 1 minute de contact)

Conditions sales

Suspension de validation Essai de validation Procédé d’essai 3 la concentration
etesi | NVathwo | nyp  |ocEomma] s A Susensondefess =0
A UR(B) METHODE (C) 100% 90% 30%
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel Ve2 10°:0;0 10°:0;0 10°: >300; >300
Candida albicans 104 102 29 95 9 9 92 89 75 70 10 | 330 | 5330 N=4,2X10® 10:0;0 10: 6,0 107': >300; >300
ATCC 10231 Log N =8,64 |Na=<1,4x10?| Na=<1,5x10° | Na=>37x10*
NV=10,3x10° | NVB=9,7x10" A=97,5 B=90,5 C=72,5 107 43 2 NO0=4,25X10° |Log Na=<2,15| Log Na=<2,15| Log Na=2>4,52
NV0=10,3x10? Log NO=7,62 | LogR=>5,46 | LogR=>550 | LogR=<3,08
Vel Ve2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel Ve2 10°:.0;0 10°:0;0 10°: >300; >300
Aspergillus 38 33 42 37 42 40 40 37 42 40 10-¢ | >330 | >330 N=3,3X10* 10:0;0 10: 6,0 107': >300; >300
brasiliensis ATCC Log N=8,51 |Na=<1,4x10°| Na=<1,4x10° | Na=>3,3x10*
16404 NV=3,55x107 |NVB=3,95x10" A=41 B=38,5 C=41 107 16 17 NO0=3,65X10" |Log Na =<2,15| Log Na=<2,15| Log Na=>4,52
NV0=3,55x10 LogN0=7,53 | LogR=>537 | LogR=>5,34 | LogR=<2,98

Conditions propres

Suspension de validation Essai de validation Procédé d'essai a la concentration
Orga'nismfa N N ngp::ﬁlfggs ﬁgﬂlg?bgf%’ VALIDATION Suspension de I'essai KVV)
de I'essai Vet Nvo Nvs FPERNENTALES |1k (B) METHOOE ©) 100% 90% 30%
Vel V2 Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | Ve2 10°:0; 0 10°:0; 0 10°: >300 ; >300
. . 101 97 99 95 9 9 94 91 78 73 " N=4,2X10* 10:0;0 10:0; 0 107': >300; >300
ca::';:a lao"ggfns 10| 7330 | >30 Mg N =860 |Na=<1,4x10°| Na=<L5x10° | Na=>37x10"
NV=9,9x10° | NVB=9,7x10*| A=97,5 B=92,5 C=75,5 107 | a 43 |-NO=4.3X107 |LogNa=<2,15 LogNa=<2,15| LogNa=>4,52
NV0=9,9x10% Log NO=7,62 | LogR=>5,46 | LogR=>550 | LogR=<3,08
Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 | Vel | Ve2 Vel | ve2 10%:0;0 10°:0; 0 10°: >300; >300
Aspergillus 42 39 40 36 40 38 39 36 41 36 10¢ | »330 | >330 N=3,3X10° 10:0; 0 10:0; 0 107": >300; >300
brasiliensis ATCC Log N =8,51 |Na=<1,4x10°| Na=<1,4x10* | Na=>3,3x10*
16404 NV=4,05x10° | NVB=3,8x10*|  A=39 B=37,5 C=385 107 | 37 | 35 | NO=3.6X10° |LogNa=<2,15] LogNa=<2,15| LogNa=>4,52
NV0=4,05x10 LogN0=7,53 | LogR=>5,37 | LogR=>534 | LogR=<2,98

Ve : décomptes obtenus sur plaque.

N : nombre de cellules par ml dans la suspension d’essai.

NO : nombre de cellules par ml au début du temps de contact.

Nv : nombre de cellules par ml dans la suspension de validation.

NvO : nombre de cellules par ml dans les mélanges A, B et C au début du temps de contact.
NvB : (méthode dilution) nombre de cellules par ml suite & une dilution 1:100

Na : nombre de survivants par ml dans le mélange d’essai & la fin du temps de contact.
A : nombre de survivants dans le contrdle des conditions de |'expérience A.

B : nombre de survivants dans le contréle de neutralisateur ou filtrage B.

C : nombre de survivants dans la validation de la méthode C.

Log R : réduction logarithmique.
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En guise de conclusion il faut indiquer que |'eau ozonisée utilisée dans l'essai,
générée sur place avec I'équipement EOS7211-BX / WS1200X (N° de serie:
7211BXNA1101 - Production: 2023), respecte la Réglementation UNE-EN
13624:2014, sous des conditions propres et sales, pour les concentrations
100% (1,62ppm) et 90% (1,42ppm), aux souches de référence Candida albicans
ATCC 10 231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, faisant preuve au moins
d’une réduction logarithmique de 4 log dans les activités suivantes applicables
dans le domaine médical :
e Traitement hygiénique des mains par friction et lavage hygiénique
des mains (T° 20°C - 60 secondes de contact)
e Traitement chirurgical des mains par friction et lavage chirurgical des
mains (T° 20°C - 1 minute de contact)
o Désinfection des instruments (T° 20°C - 15 minutes de contact)
o Désinfection des surfaces (T° 20°C — 1 minutes de contact)

A Oviedo, le 16 mars 2024

Lepedal Macias
Directeur technique
inoQua | Institut de Santé Alimentaire
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ESSAI ACTIVITE BACTERICIDE et FONGICIDE
Norme UNE-EN 13697:2015+A1:2020

Essai quantitatif de superficie non poreuse pour I’évaluation de I'activité
bactéricide et fongicide des désinfectants chimiques utilisées dans les produits
alimentaires, dans lI'industrie, au foyer et dans la collectivité (phase 2, étape 2).

Réalisation de I’essai: 26/02/2024 - 09/03/2024
Rapport analytique: 5052/24

Méthodologie

La méthode stipulée dans ladite norme pour évaluer I'activité bactéricide et fongicide de
I'eau ozonisée sur les surfaces est fondée sur la détermination des microorganismes
survivant & |'action de cefte derniére aprés I'avoir appliqué sur une surface contaminée
préalablement.

Pour ce faire, une solution est préparée avec des bactéries et des champignons de pair
avec des substances qui interférent et qui doit étre appliquée sur une surface en acier
inoxydable formant un film qui séchera postérieurement.

Il est appliqué ensuite I'eau ozonisée qui fait I'objet d’étude dans plusieurs concentrations
de sorte & recouvrir le film sec en maintenant une température spécifique et pendant une
période de temps définie.

L'eau ozonée est un liquide transparent et incolore, soluble dans I'eau dure normalisée. Les
concentrations d'eau ozonée choisies pour mener |'essai étaient: 100%, 95% et 30%.

L'étape suivante consiste & transférer la surface & un moyen de neutralisation
préalablement validé de sorte & ce que l'action désinfectante de I'eau ozonisée soit
neutralisée immédiatement.

Enfin, le nombre de micro-organismes survivants pouvant étre récupérés de la surface est

déterminé quantitativement.

e moyen de culture utilisée pour |'ensemencement est TSA (Agar de soja triptone) dans le
cas des souches bactériennes et MEA (Agar extrait de malte) dans le cas des souches
fongiques. Les températures d’incubation ont été de 36°C et 30°C, respectivement.

Parallélement, il est déterminé de méme le nombre de bactéries et de champignons
récupérés sur une superficie traitée avec de I'eau dure (300mg/Kg CaCo3) au lieu de
I'eau ozonisée, et il est calculé par différence la réduction des décomptes viables assignée
au produit.
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Lo substance interférente utilisée sous des conditions sales est une solution aqueuse
d’albumine bovine et d'érythrocytes ovins dans une concentration de 3g/L et 3ml/L,
respectivement. Sous des conditions propres la solution aqueuse est faite & base
d’albumine bovine dans une concentration de 0,3g/L.

Les neutralisateurs employés ont été la Lécithine (3g/l) ; Tween 80 (30ml/I) ; Tiosulfate
sodique (5g/1); L-histidine (1 g/I) ; En tampon phosphate 0,0025N.

Les souches bactériennes et fongiques qui composent la suspension ont été celles qui sont
stipulées dans la norme:

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15 442
e Escherichia coli ATCC 10 536

e Staphylococcus aureus ATCC 6 538

e Enterococcus hirae ATCC 10 541

e Candida albicans ATCC 10 231

e Aspergillus niger ATCC 16 404

De plus, 2 souches bactériennes ayant un intérét dans le domaine de la sécurité
alimentaire sont incorporés:

e Llisteria monocytogenes CECT 935
e Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 35664

L'essai a été réalisé a une température comprise entre 20°C + I°C.

+

Les temps de contact dans le cas des souches bactériennes ont été de 5 minutes = 10
secondes et les températures d'incubation 37°C + 1°C.

+

Dans le cas des souches fongiques, les temps de contact ont été de 15 minutes + 10
secondes et les températures d'incubation de 30°C + 1°C.

Résultats et conclusion

Sur le tableau suivant sont indiqués les résultats de |'essai:
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Suspension Essai validation i Procédé d'essai a la concentration %
Microorganisme | bactérienne NT NC T———— 100,00 90,00 30,00
(10-6) 227,225 |(10-3) 105,108 |(10-3) 121,117 |10-3 >300,>300(10-00,0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-7)24,24  |(10-4)11,7 (10-4) 12,15  [10-4135,122 |10-10,0 10-10,0 10-4 135, 122
Ps:::;mr:::s N:6,75 10-50,0 10-50,0 10-513,13 10-20,0 10-20,0 10-513,13
ATCC 15 442 NT:6,03 NT:6,08 Nc: 7,11 Nd: <0,10 Nd: < 0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>7,01 R:>7,01 R:<3,5
(10-6 ) 209,210 |(10-3) 104,104 |(10-3) 105,102 [10-3 >300,>300/10-00,0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-7)21,17  |{10-4)9,13 (10-4)10,13  |104 152,157 [10-10,0 10-10,0 10-4 163, 162
Escherichia coli  |N:6,72 10-50,0 10-50,0 10-515,14 10-20,0 10-20,0 10-515, 14
ATCC10536 NT:6,02 NT:6,01 Nc: 7,19 Nd: <0,10 Nd: < 0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R: > 7,09 R: > 7,09 R:<3,5
(10-6) 262,265 |(10-3) 124,126 |(10-3) 119,122 [10-3>300,>300/10-00,0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-7)23,26  |(10-4)12,13  |(104)12,13 [10-4163,162 [10-10,0 10-10,0 10-4 148, 145
Staphylococcus |N:6,82 10-50,0 10-50,0 10515, 14 10-20,0 10-20,0 10-513,13
e e NT:5,1 NT:6,08 Ne: 7,21 Nd: <0,10 Nd: < 0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nis: 0
R:>7,11 R:>7,11 R:<3,5
(10-6 ) 251,251 |(10-3) 107,110 |(10-3) 116,118 [10-3 >300,>300/10-00, 0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-7)23,19  |(10-4)12,13  |(10-4)9,13 10-4 148,145 |[10-10,0 10-10,0 10-4 135, 122
Enterococcus hirae |N:6,79 10-50,0 10-50,0 10-513,13 10-20,0 10-20,0 10-513,13
sl NT:6,04 NT:6,07 Nc: 7,16 Nd: <0,10 Nd: <0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>7,06 R: > 7,06 R:<3,5
Suspension Essai validation X Procédé d’essai a la concentration %
Microorganisme | bactérienne NT NC Conuole eau Ne 100,00 90,00 30,00
(10-6 ) 218,214 |(10-3)98,100 |(10-3) 100,97 [10-3 >300, >300|10-00, 0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-7)22,19  |(10-4)13,10  [(10-4)11,10  [10-4136,124 [10-10,0 10-10,0 10-4 133, 124
mongz;f:;enes N:6,73 10-50,0 10-50,0 10-513, 13 10-20,0 10-20,0 10-513, 12
CECT935 NT:6 NT:5,99 Nec: 7,11 Nd: <0,10 Nd: < 0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>7,01 R:>7,01 R:<3,5
(10-6) 217,213 |(10-3) 117,116 |[(10-3)98,98  [10-3 >300, >300{10-00, 0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-7) 24,26 |(10-4) 10,7 (10-4)9,9 10-4 153,154 |10-10,0 10-10,0 10-4 160, 161
Salmonella enterica|N:6,74 10-50,0 10-50,0 10-5 15,14 10-20,0 10-20,0 10-5 15, 14
ATCC 35664 NT:6,07 NT:5,99 Nc: 7,19 Nd: < 0,10 Nd: < 0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>7,09 R: > 7,09 R:<3,5
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Suspension Essai validation . Procédé d'essai a la concentration %
Microorganisme bactérienne NT NC s i 100,00 90,00 30,00
(10-6 ) 253,257 |(10-3) 121,117 |(10-3) 101,104 |10-3 >300,>300(10-00,0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-7)23,21  |(104)9,5 (104) 13,9 10-4135,120 |10-10,0 10-10,0 10-4 135, 122
Pseudomonas |\ . o 10-50,0 10-50,0 10-513, 12 10-20,0 10-2 0,0 10-513, 13
aeruginosa
ATCC 15 442 |nT:6,08 NT:6,01 Nc: 7,11 Nd: <0,10 Nd: < 0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>7,01 R:>7,01 R:<3,5
(10-6) 239,237 |(10-3)113,109 [(10-3) 120,116 |10-3>300,>300(10-00, 0 1000,0 10-3 >300, >300
(10-7)20,18  |(10-4)9,9 (104)1213  [104152,157 |10-10,0 10-10,0 10-4 163, 162
Escherichia coli  [N:6,77 1050,0 10-50,0 10-515,14 10-20,0 10-20,0 10-515,14
ATCC 10536 |nT:6,05 NT:6,07 Nc: 7,19 Nd: <0,10 Nd: <0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>7,09 R:> 7,09 R:<3,5
(10-6) 217,219 |(10-3) 107,103 |[(10-3) 121,124 |10-3 >300, >300(10-00, 0 1000,0 10-3 >300, >300
(10-7)20,17  |(10-4)12,12  [(104)11,13  |104163,162 |10-10,0 10-10,0 10-4 148, 145
Staphylococcus  |N:6,73 1050,0 10-50,0 10-515, 14 10-20,0 10-20,0 10-513,13
——EES R |nT:5,02 NT:6,09 Nc: 7,21 Nd: < 0,10 Nd: < 0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>7,11 R:>7,11 R:<3,5
(10-6 ) 223,227 |(10-3)112,110 [(10-3) 117,119 |10-3 >300,>300(10-00, 0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-7)20,23  |(10-4)12,12  [(104)13,17 |10-4144,145 [10-10,0 10-10,0 10-4 135,122
Enterococcus hirae [N:6,75 10-50,0 10-50,0 10-513,13 10-20,0 10-20,0 10-513,13
ATCC 1050 |nT:5,05 NT:6,07 Nc: 7,16 Nd: <0,10 Nd: < 0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>7,06 R: > 7,06 R:<3,5
Suspension Essai validation A Procédeé d’essai a la concentration %
Microorganisme bactérienne NT NC Contréle eau Ne 100,00 90,00 30,00
(10-6) 266,269 |(10-3) 112,112 [(10-3) 119,119 [10-3 >300, >300|10-00,0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-7)24,26  |(10-4) 9,10 (10-4)12,10  [10-4136,124 [10-10,0 10-10,0 10-4 133, 124
mnni;’i’:;nes N:6,82 10-50,0 10-50,0 10-513, 13 10-20,0 10-20,0 10513, 12
CECT935 NT:6,05 NT:6,08 Ne: 7,11 Nd: < 0,10 Nd: < 0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>7,01 R:>7,01 R:<3,5
(10-6) 249,251 |(10-3) 104,104 [(10-3) 105,106 [10-3>300,>300/10-00,0 10-00,0 10-3 >200, >300
(10-7)25,21  |(10-4) 9,10 (10-4)13,14  [10-4153,154 |10-10,0 10-10,0 10-4 160, 161
Salmonella enterica|N:6,79 10-50,0 10-50,0 10-5 15,14 10-20,0 10-20,0 10-5 15, 14
ATCC 35664 NT:6,02 NT:6,02 Nec: 7,19 Nd: < 0,10 Nd: < 0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>7,00 R:> 7,00 R:<3,5

N : logarithme décimal du n° d'ufc par 0.05 ml de la suspension d’essai.

NT logarithme décimal du n°® d'ufc par surface d'essai de I'essai de neutralisation.

NC : logarithme décimal du n° d'ufc par surface d’essai du contréle de neutralisation.

Nc : logarithme décimal du n° d'ufc par surface d’essai pour le contréle de | ‘eau.

Nd : logarithme décimal du n° d"ufc par surface d'essai pour I'essai du désinfectant.

R : effet microbicide.
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Suspension Essai validation X Procédé d’essai a la concentration %
Microorganisme fongique NT NC Controle eau Ne 100 90 30
(10-5) 210,214 |(10-3) 119,115 |(10-3) 124,128 |10-3 88,87 10-00,0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-6) 24,23 (10-3) 10,9 (10-4) 13,11 10-47,6 10-10,0 10-10,0 10-4 135, 133
Candida albicans |N:5,81 10-5 0,0 10-20,0 10-20,0 10-513,13
ATCC 10231 NT:5,99 NT: 5,86 Ne: 5,93 Nd: <0,10 Nd: <0,10 Nd: <0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>5,83 R:>5,83 R:<3,5
(10-5) 210,214 |(10-3) 119,115 |(10-3) 124,128 [10-3 86, 84 10-00,0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-6) 26,24  |(10-4) 10,9 (10-3) 9,13 10-4 8,8 10-10,0 10-10,0 10-4 163, 159
Aspergillus niger |N:5,73 10-5 0,0 10-20,0 10-20,0 10-515, 14
ATCC 16404 NT:6,07 NT:6,1 Nc: 5,93 Nd: < 0,10 Nd: < 0,10 Nd: < 0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>5,83 R:>5,83 R:<3,5

N : logarithme décimal du n° d'ufc par 0.05 ml de la suspension d’essai.

NT logarithme décimal du n°® d'ufc par surface d'essai de I'essai de neutralisation.
NC : logarithme décimal du n°® d'ufc par surface d’essai du contréle de neutralisation.
Nc : logarithme décimal du n°® d'ufc par surface d’essai pour le contréle de | ‘eau.
Nd : logarithme décimal du n° d'ufc par surface d'essai pour I'essai du désinfectant.

R : effet microbicide.

Conditions propres

Suspencién Ensayo validacion Procedimiento de ensayo a la concentracién %
Microorganismo fungicida NT NC Control agua Nc 100 90 30
(10-5) 227,226 |(10-3) 123,125 |(10-3) 106,104 [10-3 88,85 10-00,0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-6) 26,28 (10-4) 11,13 (10-4) 11,11 10-47,8 10-10,0 10-10,0 10-4 135, 129
Candida albicans [N:5,8 10-5 0,0 10-20,0 10-20,0 10-5 13,13
ATCC10231 NT:6,05 NT: 5,86 Ne: 5,93 Nd: < 0,10 Nd: < 0,10 Nd: < 0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>5,83 R:>5,83 R:<3,5
(10-5) 227,226 |(10-3) 123,125 |(10-3) 106,104 |10-3 83,84 10-00,0 10-00,0 10-3 >300, >300
(10-6) 25,23 (10-4) 11,13 (10-4)9,9 10-48,8 10-10,0 10-10,0 10-4 164, 161
Aspergillus niger [N:5,76 10-5 0,0 10-20,0 10-20,0 10-5 15, 14
ATCC 16404 NT:6,09 NT:6,02 Ne: 5,93 Nd: < 0,10 Nd: < 0,10 Nd: < 0,10
Nts: >100 Nts: 0 Nts: 0 Nts: 0
R:>5,83 R:>5,83 R:<3,5

N : logarithme décimal du n° d'ufc par 0.05 ml de la suspension d’essai.

NT logarithme décimal du n® d'ufc par surface d'essai de I'essai de neutralisation.
NC : logarithme décimal du n° d'ufc par surface d’essai du contréle de neutralisation.
Nc : logarithme décimal du n° d'ufc par surface d’essai pour le contrdle de | ‘eau.
Nd : logarithme décimal du n° d'ufc par surface d'essai pour 'essai du désinfectant.
R : effet microbicide.
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En guise de conclusion, il faut indiquer que l'eau ozonisée généré gréce a
I’équipement EOS7211-BX / WS1200X (N° de serie: 7211BXNA1101 -
Production: 2023):

Respecte la norme UNE-EN-13697 (bactéricide) sous des conditions sales et
propres, aux concentrations de 100% (1,62ppm) et 90% (1,42ppm) pour un
temps de contact de 5 minutes face & : Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus — aureus,  Escherichia coli et Enterococcus hirae, listeria
monocytogenes et Salmonella entérica faisant preuve au moins d’une
réduction logarithmique de 4 log.

Respecte la norme UNE-EN-13697 (fongicide) sous des conditions sales et
propres, aux concentrations de 100% (1,62ppm) et 90% (1,42ppm) pour un
temps de contact de 15 minutes face a : Candida albicans et Aspergillus
niger faisant preuve au moins d’une réduction logarithmique de 3
log.

A Oviedo, le 16 mars 2024

Lepedal Macias
Directeur technique
inoQua | Institut de Santé Alimentaire

Notes:

Les résultats de cette étude ne font foi que des échantillons analysés.

La reproduction totale ou partielle du présent rapport nest pas permise sans |'autorisation écrite préalable
de son auteur.

Les échantillons ont été analysés dans un laboratoire agréé par le Ministére régional de la Santé et Services
Sanitaires de la Principauté des Asturies, comme laboratoire privé indépendant d’analyse et contréle
sanitaire d’aliments, eaux et boissons, sous le numéro de registre 05/0, & compter du mois de février
1997, certifié par 'ENAC, conformément & la réglementation UNE-EN ISO/IEC 17025, pour la réalisation
d’essais dans le secteur environnemental, selon ce qui a ét indiqué dans le certificat numéro 780/LE1514,
depuis mars 2010 et par |'entité collaboratrice de I’Administration Hydraulique en matiére de contréle et
surveillance de qualité des eaux et de gestion des déversements dans le domaine public hydraulique &
I'abri de I'Ordre MAM/985/2006.

Les normes UNE-EN 14476 et 13697 entrent dans le cadre de la certification de qualité ISO 9001:2015
détenue par la société LABORATORIOS INNOAGRAL, S,L. propriétaire du laboratoire oU les échantillons
ont été analysés (Référence 9899-E).
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