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I: DESCRIPTION DE L'ETUDE:

Intitulé: Evaluation de Pactivité virucide de quatre surfaces plastiques selon une
méthodologie basée sur les normes JIS Z 2801: 2000 et JIS 7 2801:
2006.

Référence interne: Etude n® 546.1.EG.07

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

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

Responsable étude : Dr Mariéne RICHARD

Laboratoire d'essai : Laboratoire FONDEREPHAR

Laboratoire de bactériclogie, virologie et Microbiologie Industrielle

II : OBJECTIF DE L'ETUDE :

Déterminer dans les conditions expérimentales décrites dans les normes JIS Z 2801: 20001 et JIS Z 2801:
2006®, la capacité de surfaces plastiques 4 réduire en 24 heures 2 35£1°C, d'au moins 10? fois le nombre
d’'unités infectieuses de I’Enteravirus fype 1.

IIT : MATERIEL :

a) Surfaces antimicrobiennes et surfaces témoins :

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

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

3 surfaces en polypropyléne avec agent antimicrobien.
& surfaces témoins en polypropyléne sans agent antiricrobien

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

b) Souche dessai :
Enferovirus type I ;e e ARG S A PS lot n® NIBSC 017528
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c) Culture cellulaire :
Cellules VERQ ----------mmsmmmmeme oo ~--ATTC CLL-81, batch n® 3372621
Les conditions de conservation et de contréle de la souche utilisée pour la détermination de I’activité
virucide est celle décrite dans la norme Frangaise NF EN 14476 + Al : 2007.

d) Diluant, milieu de culture et solution de récupération :
EMEM 2 2% de sérum de veau fostal (SVF),

IV :  METHODE :

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

b) Contamination des surfaces & tester :
Pour chaque nature de surface test, 3 surfaces avee agent antimicrobien et 6 surfaces sans antimicrobien,
sont placées dans une boite de Pétri, la face greftée exposée vers le haut, 480 pul du film viral sont déposés
sur chacune des surfaces puis recouverts par une lame de verre de 50 x 50 mm,

c) Incubation des surfaces contaminées :
Aprés contamination, les 3 surfaces avec agent antimicrobien et 3 des six suifaces sans agent
antimicrobien sont incubées & 36 = 1°C pendant 24 + 1 heures. Parallélement, les 3 autres surfaces sans
agent antimicrobien sont traitées immédiatement afin de déterminer le niveau de contamination initial des
surfaces,

d) Détermination du niveau de contamination des surfaces tests :

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

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

Le titrage est effectud sur microplaques de 96 puits.

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

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

L pwésent vappart ne dolt pas 8o repredul, slnon dans son Intégralit, sans laulorization Sorile de Rivtech Genmande
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e} Conditions d'essai :
Conformément aux exigences de la norme JIS Z 2801: 20001, les essais sont jugés satisfaisanis si les
conditions d’essai suivantes sont remplies :
i} Titre viral sur la surface immédiatement aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien :

(Tmax - Tmin)/ (Tmoyen) = 032

Avec Tymax + Titre viral maximum sur la surface;
Toin : Titre viral minimal sur ia surface;

Tooyen: Titre viral moyen sur la swrface pour les trois surfaces test sans agent
antimicrobien,

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

iii} Le titre viral sur chacune des surfaces test sans agent antimicrobien incubdes 24 heures ne doit pas
&tre inférieur & 1,0.10* unité infectieuse/surface (4 logo).

f) Expression de l'activité virucide :

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

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

Avec R: La valeur de [’activité virucide ou facteur de réduction ;
3

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

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

C: Nombre moyen de doses infectantes virales 50% (DICTsg) aprés 24 heures
d’incubation sur les surfaces avec agent antimicrobien,
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BIOTECH-GERMANDE
SARL oo capital de 122 000 Euros N SIRET ; 423 86541900026 R.C.S Marseiile  APE: 71208
Pare Seientifique de Luminy — 163 Avenue de Luminy -- case 927 - 13288 MARSEILLE cedex 9 511
Tel : 330 91 8282 40 Fax 1330y 91828249 Email : biotech.germandei@wanadon. fr



346, LE(LDT.S

i

BIOTECH-GERMANDE

Hysrexe-Forvarion-Evaruvarion
Rsecnercneg &« DEvELOPPEMENT

Vi RESULTATS :

a) Validation des conditions d'essai :

Tableau ¥ : Validation des titres viraux présents sur la surface immédiatement aprés contamination des surfaces en
plastiques sans agent antimicrobien: (T - Twin)/(Tmoyen) =0,2. Tamax: titre viral maximum ; Tpp: titee viral
minimal ; Troyeq : moyenne des titres viraux pour les trois surfaces test sans agent antimicrobien.

Essai 1 Essai2 Essai 3
(T ! ) (T . ) Tmoyen (Tmnx - Tmin)l(Tmoyen)
Surface en polycarbonate 54 5,1 53 53 0,06
Surface ABS 53 51 52 5,2 0,04
Surface en polypropyléne 5,1 5,1 5,1 5,1 0,00
Surface SEBS 5,0 5,1 50 50 0,02

Pour chaque microorganisme test ;
V" {Tonax - Tinio)Tmoyen) €5t inféricur 3 0,2 (tableau 1) ;
¥" Les charges virales moyennes immédiatement présentes aprés la contamination des surfaces test sans
agent antimicrobien sont bien comprises entre 5,0 logyo (1,0.10° Ulfsurface) et 5,6 log;o (4,0.10°
Ulsurface) d* Enterovirus fype 1.
Les conditions d’essais sont donc considérées comme valides pour chaque type de surface soumis 2 1’essai.

b) Essais proprement difs :

Tableau II : Evaluation de lactivité virucide des surfaces plastiques vis-d-vis de I'Enterovirus type 1 pour un temps
de contact de 24 + 1 heures & 36 £ 1°C. Log A : Log DICTsg sur la surface test immédiatement aprés contamination des
surfaces sans agent antimicrobien ; log B : Log DIC T sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces
sans agent antimicrobien ; log C : Log DICTso sur la surfzee test aprés 24 heures d'incubation sur les surfaces avec agent
antimicrobien ; R : activité virucide.

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

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

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

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

Une activité non négligeable est cependant observée sur la surface en polycarbonate avec une
réduction de 1.0 log du titre viral.

VIL : REFERENCES :

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

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

3. NF EN 14476 + Al: 2007 - Antiseptiques et désinfectants chimiques - Essai virucide quantitatif de
suspension pour les antiseptiques et désinfectants chimiques utilisés en médecine humaine - Méthode

d'essai et prescriptions (phase 2, étape 1),

Marléne RICHARD Date 14/11/2008

Directrice adjointe du laboratoire

Lionel PINEAU Date  14/11/2008

Directeur du laboratoire
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I : DEsSCRIPTION DE L'ETUDE:

Intitulé: ’ Evaluation des activités antimicrobiennes de surfaces plastiques selon une
méthodologie basée sur les normes JIS 7 2801; 2000 et JIS Z 2801: 2006.

Référence interne: ‘ Etode n° 546.LEG.07

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

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

Responsable étude : Dr Marléne RICHARD

Essais réalisés par Isabelle SEVEROVIC

Laboratoire d'essai : Laboratoire BIOTECH-GERMANDE

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

II : OBJYECTIF DE L'ETUDE :

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

IIT : MATERIEL :

a) Surfaces antimicrobiennes et surfaces témoins :

Surfaces PC R903B
Surfaces ABS

Surfaces en polypropyléne
Surfaces SEBS

Sclon les conditions expérimentales décrites dans les normes JES Z 2801: 20000 et JIS Z 2801: 20067, 3
surfaces plastiques avec agent antimicrobien et 6 surfaces plastiques sans agent antimicrobien sont nécessaires
a Iévaluation de I"activité antimicrobienne pour chaque microorganisme teste,

Le présent tapport ne dobf pas $ee reprodull, sinon dans son intéaralitd, sans Paworizstion dorlte de Bilotech Gomunda
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b) Souches microbiennes :
i} Surfaces PCRI03B et ABS :

I activité antimicrobienne des surfaces plastiques PC R903B et ABS sont évaluées vis-a-vis des 9 souches
microbiennes suivantes :

‘Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 Mycobacterium terrae CIP 104321
Staphylococcus aureus CIP 4.83 Mycobacterium avium CIP 103415
Escherichia coli CIP 54127 Spores de Bacillus cereus CIP 105151
Candida albicans CIP 4872 " Spores de Bacillus subtilis CIP 52.62

Spores d’Aspergillus niger CIP 1431.83

ii} Surfaces en polypropyléne et SEBS :

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

Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 Escherichia coli CIP 54127

Staphylococcus aureus CIP 4.83 Mycobacterium terrae CIP 104321

Les conditions de conservation et de contr8le des souches utilisées powr la détermination de [’activite
bactéricide, mycobactéricide, sporicide et fongicide sont celles décrites dans la norme Frangaise NIF EN
12353 9,

¢} Milieu d'entretien et de dénombrement :

Pour Pseudomonas aeruginosa CIP 103467, Staphylococcus aureus CIP 4.83, Escherichia coli CIP 54127 les
spores de Bacillus subtilis CIP 52.62 et les spores de Bacillus cereus CIP 105151 ;

Gélose trypticase soja
Gélose TS (BIOMERIEUX, 51044)--------romeoees - 40 g
Eau distillée: ----------mrrormssrmmmrr s s oo q.8.p. 1000 ml

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

Pour Mycobacterium terrae CIP 104321 et Mycobacterium avium CIP 105415:

Gélose THI0
Mycobacteria 7H10 agar {Difco A5062717)~r-mmrrrmmsmmommsrmermmmoeeseed 21 g
Glycerol (Sigma GS5150)---r=mmmrrmmrmmmmmrmmmssmsss s s 5 ml
Middle Brook OADC Enrlchment (Difco ASTO188G y--------m-remmmmmmoes -10% (v/v)
Eau distiflée; - oo q.8.p. 1000 mi

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

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

Peptone de soja (SIGMA P-1265) 1+ -----rrrmmmmmmsmmm s ssomen oo 3g
Extrait de malt (SIGMA M0383) & -------mmmr oo mm s s 30g
Agar (SIGMA AS5306) 1 - bttt 15g
Fau distillde; =---n--rrmmmmrrrm oo e e q.5.p. 1 litre

Stérilisé a 'autoclave (121°C, 21 minutes).
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d) Selution de récupération :

Tween 80 (SIGMA P17-54) -~ R ERROEEALLLIL s 50 ml
Thiosulfate de sodium (SIGMA 885-03) 1 - 10g
Saponine (SIGMA §79-00) ; ---------mmmmmemmmmmomomo s Frmmmmmenesmmasesanoeen Sg
Técithine (SIGMA P§3-94) ¢ -=-rwre-mooremomssesseneees - -10g
Bouillon trypticase soja 1~ q.5.p.500 mi

Stérilisé 4 lautoclave (121°C, 21 minutes).

¢) Diluant :
Les suspensions d’essai sont préparées en tampon phosphate 100 mM, pH 7.0 (IfLe.ii).

i} Solution stock :
Tampon phosphate 10X (1000mM, pH 7.0) :

Phosphate de sodium dibasique, Na2HPO4 TH20 1--oeememssemsoeoes 144.5¢
Phosphate de potassiuin monobasique, KH2PO4y------------mmmmmmemm oo 71.2¢g
Eau distillée; - ooy q.s.p, 1 litre

Stérilisé a Iautoclave (121°C, 21 minutes).

ii) Solution de travail :
Tampon phosphate 1X (100mM. pH 7.0} :
Tampon phosphate 10X (1000mM, pH 7.0) :
Eau distillée: —--—5mmmmmmmmees -

100 ml
""""""""""""" q.s.p. | litre

IV : METHODE :

@) Suspension d'essaf :

Pour chaque microorganisme, la suspension d'essai du microorganisme test est préparée dans le diluant (cf.
TiLe). La suspension d'essai du microorganisme test est ajustée de fagon 4 obtenir entre 2,5.10° et 10.10°
UFC/ml, conformément aux recommandations de la norme JIS Z 2801: 2000, Le titre exact de chaque
suspension dessai (Tc) est vérifié & chaque essai par une méihode validée ef spécifique a chaque
microorganisme.

b} Containination des surfaces & tester :

Pour chaque microorganisme, les surfaces tests, soit 3 surfaces plastiques avee agent antimicrobien et 6 surfaces
plastiques sans antimicrobien, sont placées dans une boite de Pétri, la face greffée exposée vers le haut. 400 pl
de la suspension d'essai sont déposés sur chacune des surfaces puis recouverts par deux lamelles en verre (22 x
40 mm) de fagon 3 répartir la suspension d’essai sur une surface de 1760 mm?,
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400 uldela Couverclede la
L, Lamellesde verre . "y
suspension d’essai boite de Pétri
| v |%|
. —=>7 .C .
Boitede Pétri ————=> P e e e p——— Qurfaced tester
Surfacea tester >

400 uldela
suspension d’essai

>

M2

‘Lamellesde vene

Boite de Pétri

Tigure 1 : Contamination de la surface test par la suspension d'essai recouverte de lamelles en verre

Gl
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Incubation des surfaces contaminges :

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

Détermination du niveau de contamination des surfaces tests :

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

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

Conditions d'essai :

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

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

(Lmu - I-'nﬁn)f(]-'mayen) 5092

Avec L : Logarithme maximum du nombre de microorganismes viables sur la surface;
L:, : Logarithme minimal du nombre de microorganismes viables sur la swrface;

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

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

log).

i) Le nombre de microorganismes viables sur chacune des surfaces test sans agent antimicrobien incubées 24
heures ne doit pas étre inférieur & 1,0.10° UFC/surface (4 log).
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f} Expression de l'activité antimicrobienne :

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

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

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

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

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

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

Al R B
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V : RESULTATS :

a) Surfaces PC R03B:

i) Validation des conditions d’essaj :

Tableau 1: Validation des valeurs logarithmiques du nombre de microorganismes viables présents sur la surface
immédiatement aprés contatniration des supfaces PC RI03B sans agent antimicrobien : (L = Lanin){(Lonoyen) =0,2. Linac:
logarithme maximum du nombre de microorganismes viables ; Ly : logarithme minimal du nombre de microarganismes
viables ; Lmoyen : moyenne des logarithines du nombre de microorganismes viables pour les trois surfaces test sans agent

antimicrobien,

Psewlog:f;:irg;eggmom 5,62 5,52 5,53 5,56 0,02

Staplwlgf;c:g; aureus 5,40 523 5,26 5,34 0,05

Mycoéc;;t;gigg ;ei'rae 5,67 5,23 5,40 5,47 0,08

M)lco(l;g;tfgistﬂ Savium 5,83 5,57 5,65 5,70 0,05

i CangiI(éa;g?;cans 5,84 5.16 5,40 5,56 - 0,12
1 Spores g;gsffg?gf niger 5,18 5.00 5,18 5,12 0,03
% o Spores SEPB;?OC;?IS!;' e 5,24 5,17 5,22 521 0,01
2o Spores dg If)ajc;l;g;’s subtilis 532 5,26 5,96 5,28 0,01

Pour chaque microorganisme test :
¥ (Lisar - Lunin)/(Linoyen)} est inférieur a 0,2 (tableau I ;
¥ Le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des
surfaces test PC R903B sans agent antimicrobien est compris entre 1,0.10° et 4,0.10° UFC/surface pour
chacune des souches test & 1’exception de Mycobacterium avium CIP 105415, Pour ce microorganisme, on
observe un 1éger dépassement du niveau de contamination maximal souhaité (5,0.10° UFC/surface au lien
de 4,0.10° UFC/surface) qui ne remet pas en cause la validité des conditions d’essais.
Les conditions d’essais sont donc considérées comme valides pour chaque microorganisme test.

RS b S e
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ii} Essais proprement dits

Tableau IF : Evaluation de Factivité antimicrebienre des surfaces PC RSOIR vis-d-vis de chagque micraorganisme test pour un
temps de confact de 24 £ I heures d 35 + 1°C. A : nombre moyen de microorganismes viables sur la surface test imtnédizatement
aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien ; B : nombre moyen de microorganismes viables sur la surface test
aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces sans agent antimicrobien ; C : nombre moyen de microorganismes viables sur Ta
surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces avec agent antimicrobien ; R : activité antimicrobienne.

A B c R

(Nb. UFCfsurface) | (Nb. UFC/surface) | (Nb. UFC/surface) [Log (B/C))
Fscudomonas weruginosa 3,6.10° 1,0.10" 4,0,10° 4,40
S’“P”y';‘:’ﬁfzc_‘g‘g aurens 2,2.10° 2,4.107 5,0.10° 2,67

Esz.r[e;igir;c; ;:oh' 1,4.10° 3,3.107 <1,4.10' > 6,37

Myeobactartn terrac 3,0.10° 9,9.10° 6,0.10* 1,21
Myeobacterium avin 5,0.10° 3,6.10° 3,2.10° 0,04
Candida albicans 3,6.10° 6,2.10° 8,5.10* 036
e g;:ﬁsfjgfggs e 1,3.10° 1,1.10° 1,4.10° 000
Spores de Bacillus cereus 1,6.10° 9,4.10" 8.3.10° 0,05
Spores co Bactlus sublilis 1,9.10° 1,5.10° 1,3.10° 0,09

Pour chaque microorganisme test, le nombre moyen de microorganismes viables refrouvés sur la surface test sans
agent antimicrobien aprés 24 heures d’incubation est supériear 2 1,0.10* UFC/surface (tableau II, B). Les
conditions d’essais sont donc considérées comme valides.

Draprés les résultats des essais présentés dans le tableau II, I'activité antimicrobienne de Ia surface plastique PC
R903B (cf. tableau T, C) entraine une réduction d’au moins 10% fois du nombre de microorganismes viables
lorsque les microorganismes tests sont : Pseudomonas aeruginosa CIP 103467, Staphylococcus aureus CIP 4,83 et
Escherichia coli CIP 54127, Pour ces trois souches, les réductions logarithmiques observées sont respectivement de
4,4 log)o, 2,7 logip et > 6,4 logy,.

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

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

i) Validation des conditions d’essais :

Tableau Il : Validation des valeurs logarithmiques du nombre de microorganismes viables présents sur la surface
immédiatement oprés contamiration des surfaces ABS sans agent anfimicrobien: (Loax - Lonin)/(Loyer) = 0,2, Lonac:
logarithme maximum du nombre de microorganismes viables ; Lo, logarithme minimal du nombre de inicroorganismes
viables; Liagen: Mmoyenne des logarithmes du nombre de microorganismes viables pour les trois surfaces test sans agent
antimicrobien, ‘

Pseudoggr;:g;egz;gfnosa 5,24 522 5,24 5,23 0,01
Stap!wggic.g.; aureus 5,64 544 5,61 5,56 0,03
Fscharichia coli 5,52 sat | o530 | s 0,06
Myco(];c;;tfgijzzfla ;wium 5,09 5,55 5,86 5,80 0,10
Cau(dji{c;"a;g‘g;cans 486 4,84 4,84 4,85 0,01
e 483 | am | 4 4,79 0,02
Spores ((:i;P Bla(;:;llhst.i ceraus 4,95 4,86 4,91 4,90 0,02
Spores dg Ifr(;cgdgg subtilis 4,81 472 ' 4,74 4,76 0,02

Pour chaque microorganisme test ;

V" (Linac - Linio)/(Linoyen) €8t inférieur & 0,2 (tableau II) ;

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

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

(8, UFClsarfae) | b, UPGlurtce) | (i, UrGrurtce) | | [Log (310

Fcudomonas aeruginosa 1,7.10° 1,1.107 <14 > 5,88
Stapk ‘}”é"l’[ﬁ’ff’g’g aureus 3,7.10° 17.10° 1,6.10" 4,02

Bearionss?™ | 2,5.10° 8,5.10° <14 > 4,80
Mycobactevim terrac 2,8.10° 2,1.10° 8,7.10° 1,45
Mpeobactorfum aviun ~69.10° 1,0.10° 2,3.10° 1,61
Candida albieans 7,0.10° 1,1.10° 8,2.10° 1,11
Spores & Asnergilus niger 6,2.10° 9,0.10" 8,2.10° 0,04
Spores SEDBF(;:;T s cereus 8,1.10° 5,1.10° 1,9.10* 0,44
Spores cICe Il[i‘)(.;sczrﬂgg subtilis 5.7.10" 4,7.10" 3,0.10° 0,13

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

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

Pour les autres microorganismes tests (spores d’Aspergillus niger CIP 1431.83, spores de Bacillus cereus CIP
105151 et spores de Bacillus subtilis CIP 52.62) les réductions du nombre de microorganismes viables lides 3
"activité antimicrobienne de la surface ABS sont nulles ou inférieures 4 0,5 logq.
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Surfaces en polypropyléne:

i) Validation des conditions d’essais :

Tableau V : Validation des valeurs logarithmiques du nombre de microorganismes viables présents sur la surface
immédiatement aprés contamination des surfaces en polypropyléne sans agent antimicrobien : (Lyax = Lnin)/{ Linoyen) <0,2.
Lmax: logarithme maximum du nombre de microorganismes viables; Lyi,: logarithme minimal du nombre de
microorganismes viables ; Lamoyen - moyenne des logarithmes du nombre de microorganismes viables pour les trois surfaces
tests sans agent antimicrobien.

Essai 1 Essai 2 Essai 3
Lmo yen Lmax - Lru n /i Lmo 2N,
(Lmnx) (Lmin) Y ( i ) ( Y )
Pseudomonas aeruginosa .
CIP 103467 5,20 5,16 5,19 5,19 0,01
Staphylococcus aureus
CIP 4.83 5,41 5,30 5,39 5,37 0,02
Escherichia coli
CIP 54127 543 5,36 5,37 5,39 0,01
Mycobacierium terrae
CIP 104321 5,07 4,69 4,99 4,92 0,08

Pour chaque microorganisme test ;

v (Liax = Lo (Ermoyen) €5t inférieur 4 0,2 (tableau V) ;

v" Le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des
surfaces fests en polypropyléne sans agent antimicrobien est bien compris entre 5,0 logye (1,0.10°
UFC/surface) et 5,6 loggo (4,0.10° UFCfsurface) pour les souches de Psendomonas aeruginosa CIP
103467, Staphylococcus aurens CIP 4.83 et Escherichia coli CIP 54127, Pour la souche de
Mycobacterium terrae CIP 104321, le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement
présents aprés la contamination des surfaces fests sans agent antimicrobien cst Iégérement inféricur au
niveau de contamination minimal souhaité (8,8.10* UFC/surface au lieu de 1,0.10° UFC/surface). Ces
légers écarts aux exigences de la norme JIS Z 2801: 2000 ne remetient pas en cause la validité des
conditions d’essais puisque pour chaque microorganisme test, le nombre moyen de microorganismes
viables retrouvés sur la surface test sans agent antimicrobien aprés 24 heures d’incubation est supéricur a
1,0.10* UFC/surface {tableau VI, B).

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

Tableau VI: Evaluation de lactivité antimicrobienne des surfaces en polypropyléne visdi-vis de chaque microorganisme
test pour un temps de contact de 24 £ 1 heures 4 35 £ 1°C. A : nombre moyen de microorganismes viables sur la surface test
immédiatement aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien ; B : nombre moven de microorganismes viables
sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces sams agent antimicrobien; C: nombre moyen de
microorganismes viables sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces avec agent antimicrobien; R :
activité antimicrobienne,

A B C R
(Nb. UFC/surface) | (Nb. UFC/surface) | (Nb. UFC/surface) [Log (B/C)]
Pseudomonas aeruginosa 5 7 5 ‘
CIP 103467 1,5x10 2,1 x10 4,4x10 17
Staphylococcus aureus s 5 3
CIP 4 83 23x10 18x10 2,1x10 2,1
Escherichia coli 5 5 2
CIP 54127 2,5x 10 7.9 x 10 <14 x.IO > 3,7
Mycobacterium terrae 4 4 2
CIP 104321 88x 10 23x10 3,7x 10 1.8

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

Pour Pseudomonas aerugiosa CIP 103467 et Mycobacterium terrae CIP 104321, les réductions du nombre de
microorganismes viables présents sur les surfaces tests ne sont pas nulles (1,7 logyo et 1,8 log,, respectivement)
mais restent inférieures aux exigences des normes (2 log;q).

Le présent rappod ne doif pas he repraduif, sinon dans son intégralitd, sans Diutorisation &orilte de Biotech Germands
BIOTECH-GERMANDE _
SAS au capital de 122 000 Buros NS SIRET : 423 865 419 00026 R.C.S Marseille  APE: 7120B
Pare Scientifique de Luminy - 163 Avenue de Luminy — case 927 - 13288 MARSEILLE cedex 9 15/18
Cel 13300 91 82 82 40 Fax (33(0)4 91 828249 Emnil : biotech.germande@wanadoo. fi




BIOTECH-GERMANDE

546 LEGO7.6

Hyocrene-Forvmarvion-EvAaLuartionNn
& Deverorrenenrt

Recuerocus

d) Surfaces SEBS:

i} Validation des conditions d’essais ;

Tablean VII: Validation des valeurs logorithmiques du nombre de microorganismes viables présents sur la surface
immédiatement aprés confamination des surfaces SEBS sans agent antimicrobien: Loax ~ L) (Limoyea) 50,20 Lmac:
logarithme maximum du nombre de microorganismes viables ; Lmin: logarithme minimal du nombre de microorganismes
viables ; Lmoye : moyenne des logarithmes du nombre de microorganismes viables pour les trois surfaces test sans agent

antimicrobien. _
Pseudong;nfS;eg::;ginosa 5,04 5,83 5,87 5,88 0,02
Sfapfzyggc:;; aurens 5,47 5,42 543 5,44 0,01
Fscherichia coll 5,96 5,80 5,92 5,80 0,03
Mycoéc;;t;gﬁgg ;err'ae 539 5,29 5,35 5,34 0,02

Pour chaque microorganisme test :
¥ (Lanax ~ Linin)/(Limoyen) €8t inférieur & 0,2 (tableau VII) ;
v Le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des

surfaces {ests SEBS sans agent antimicrobien est bien compris entre 5,0 logy {1,0.10° UFC/surface) et 5,6
logyp (4,0.10° UFC/surface) pour les souches de Staphylococcus aureus CIP 4.83 et Mycobacteriun ferrae
CIP 104321, Pour les souches de Psewdomonas aeruginasa CIP 103467 et Escherichia eoli CIP 54127, le
nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des surfaces
test sans agent antimicrobien est 1égérement supérieur au niveau de contamination maximal souhaité
(7,7.10° UFC/surface soit 5,88 logi/surface pour Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 ct 7,9.10°
UFC/surface soit 5,89 log o/surface pour Escherichia coli CIP 54127 au lieu de 4,0.10° UFC/surface). Ces
légers dearts aux exigences de la norme JIS 7 2801: 2000 ne remettent pas en cause la validité des
conditions d’essai.

Le nombre moyen de microorganismes viables retrouvés sur la surface test sans agent antimicrobien aprés
24 heures d’incubation est supéricur & 1,0.10* UFC/surface (tableau VIII, B) pour les souches de
Pseudomonas aeruginosa CIP 103467, Staphylococeus aureus CIP 4.83 et Escherichia coli CIP 54127.
Les conditions d’essais sont donc considérées comme valides pour ces trois microorganismes. En revanche,
le nombre moyen de microorganismes viables retrouvés sur la surface sans agent antimicrobien aprés 24
heures d’incubation est inférieur 2 1,0.10* UFC/surface pour la souche de Mycobacterium terrae CIP
104321 (7,2.10% UFC/surface). Les conditions ne peuvent donc pas étre considérées comme valides pour ce
microorganisme test.
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ii}) Essais proprement dits ;

Tablean VIII : Evaluation de factivité antimicrobienne des surfaces SEBS vis-d-vis de chague microorganisme fest pour un
temps de contact de 24 : 1 heures d 35 z I°C, A: nombre moyen de microorganismes viables sur la surface test
immédiatement aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien ; B : nombre moyen de microorganismes viables
sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces sans agent antimicrobien; C: nombre moyen de
microorganismes viables sur la surface test aprés 24 heures & incubation sur les surfaces avec agent antimicrobien; R :
activité antimicrobienne.

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

Pseudomonas aeruginosa 5 7 7

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

CIP 4.83 2,8.10 2,1.10 8,6.10 0,4

Escherichia coli 5 5 1
CIP 54127 7.9.10 7,6.10 < 1,410 > 4,6

Mycobacterium terrae 5 2 2

CIP 104321 2,2.10 7.2.10 3,1.10 0,9

D’aprés les résuliats des essais présentés dans le tableau VILI, Pactivité antimicrobienne de la surface plastique
SEBS (cf. tableau VIII, C) entraine une réduction d’au mwoins 107 fois du nombre de microorganismes viables
lorsque le microorganisme test est Escherichia coli CIP 54127, Pour cette souche, la réduction logarithmique
observée est > 4,6 logy,.

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

Bien que les conditions d’essai ne soient pas validées pour Mycobacterium terrae CIP 104321, 1a réduction du
nombre de microorganismes viables présents sur les surfaces tests n’est pas nulle (0,9 log¢) mais reste inférieure
aux exigences des normes (2 logy). La réduction observée ne peut étre attribuée a P'agent antimicrobien.
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VI : CONCLUSIONS :

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

- les surfaces PC R903B et ABS lorsque les microorganismes tests sont Psendomonas aeruginosa CIP
103467, Staphylococcus aurens CIP 4,83 et Eschericlia coli CIP 54127 ;

- les surfaces en polypropyléne lorsque les microorganismes fests sont Staphylococcus aurens CIP 4.83 et

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

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

- les surfaces PC RO03B vis-a-vis de Mycobacteriunt terrae CIP 104321 (réduction de 1,21 log;) et Candida
albicans CIP 4872 (réduction de 0,86 log;e) ;

- powr les surfaces ABS vis-d-vis de Mycobacterium terrae CIP 104321 (réduction de 1,45 loge),
Mpycobacterinm avium CIP 105415 (réduction de 1,61 log,e) et Candida albicans CEP 4872 (véduction de 1,11
logq) 5

- pour les surfaces en polypropyléne vis-a-vis de Psendomonas aeruginosa CIP 103467 (réduction de 1,7
log,q) et Mycobacterinnt terrae CIP 104321 (réduction de 1,8 log,g).

VII : REFERENCES

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

2. JIS 7 2801 : 2006 — Antimicrobial products : Test for antimicrobial activity and efficacy, Amendment 1

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

VIII : BONNES PRATIQUES DE LABORATOIRE:

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

Le département Assurance Qualité a vérifié que ce rapport décrivait avec précision les procédures utilisées et
que les résultats et conclusions présentés reflétaient les valeurs brutes de I'étude. Les procédures opérationnelles
standards et les bonnes pratiques de laboratoire ont ét¢ suivies dans cette étude.

Les données originales de ce rapport, Jes cahiers de manipulation, les protocoles et le rapport d'éude final sont
stockés dans les archives de Biotech-Germande sous [a téférence "546. LEG.07".
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Christine AH-DIP Signalure ¢
Responsable Assurance Qualité

Marléne RICIHIARD Simmtuﬁﬁé&g_d Date  15/06/2009

Direcirice adjointe du laboratoire [
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Directeur Général et Scientifique .
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I : DESCRIPTION DE L'ETUDE:

Intitulé: - Evaluation des activités antimicrobiennes d*une surface plastique selon
une méthodologie basde sur les normes JIS Z 2801; 2000 et JIS Z 2801:
2006. Surfaces ABS marquées par tampographie

Référence interne: Etude n® 815.1.EG.09

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

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

Responsable étude : Dr Marléne RICHARD

Essais réalisés par : Isabelle SEVEROVIC

Laboratoire d'essal : Laboratoire BIOTECH-GERMANDE
Parc Scientifique de Luminy
163 Avenue de Luminy — Case 927
13288 Marseille Cedex 9

II : OBJECTIF DE L'ETUDE :

Déterminer dans les conditions expérimentales décrites dans les normes JIS Z 2801: 2000 et JIS Z 2801:

2006, la capacité de la surface plastique ABS marquée par tampographic 3 réduire en 24 heures a

35+1°C, d'au moins 10? fois le nombre de microorganismes viables déposés sur la surface test,

"IIL : MATERIEL :
a) Surfaces antimicrobiennes :

3 surfaces ABS marquées par tampographie avec
agent antimicrobien et 6 surfaces ABS sans agent
anfimicrobien sont utilisées pour évaluer Dactivité
antimicrobienne de ces surfaces vis-3-vis de chaque
souche microbienne,

5

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

Pseudomonas aeruginosa CIP 103467 Escherichia coli CIP 54127
Staphylococeus aureus CIP 4.83 Mycobacterium ferrae CIP 104321
Candidg albicans CIP 4872

Les conditions de conservation et de contrfle des souches utilisées pour la détermination de I'activité
bactéricide, mycobactéricide, sporicide et fongicide sont celles décrites dans la norme Francaise NF EN
12353 9,

Milieu d'entretien et de dénombrement :

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

Gélose TS (BIOMERIEUX, 51044) ------------------------------------------------- 40 g

Eau distiliée: ----------- et q.8.p. 1000 ml

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

Pour Mycobacterium terrae CIP 104321:

Gélose 7H10
Mycobacteria TH10 agar {Difco A5062717)---=smrrmmmsnssssssnenoos e oo 2l g
Glycerol (Sigma G515() - -smmrmmrams oo
Middle Brook OADC Enr 1chmeut {Difco A5701886 )—-----------——10% (v/v)
Eau distillée; - oo o q.8-p. 1000 ml

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

Pour Candida albicans CIP 4872 :
Gélose 4 ’exirait de malit

Peptone de soja (SIGMA P-1265) ;- mme s ssmsssmssssss oo 3g
Extrait de malt (SIGMA MO383) ¢ --oormmmermmmssermrmmmsmmes oo oo 30g
Agar (SIGMA AS53086) ; ---rr--mmmrmrrmrrrrmr s e e I5g
Eau distillée: - q.s.p. | litre

Stérilisé a lautoclave (121°C, 21 minutes).

Solution de récupération :

Tween 80 (SIGMA P17-54) 1o e 50 mi
Thiosulfate de sodium (SIGMA S85-03) .1 -----r--ssmmrrmrsomrrmssr s ece oo oo oo 10g
Saponite (SIGMA §79-00)  ----------------- — e s 5g
Lécithine (SIGMA P53-94) ; --------------- e 10g
Bouillon trypticase soja @ - Frrm e q.5.p.500 ml

Stérilisé 4 Mautoclave (121°C, 21 minutes).
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e) Dikuant @

i) Solution stock
Tampon phosphate 10X (1000mM, pH 7.0) :

Phosphaie de sodium dibasique, Na2HPO4 TH20 1--------mmmmemm oo 144.5¢
Phosphate de potassivim monobasique, KH2PO4 --------nmmmmmmemmmeeeneeoe 71.2¢
Eau distilide; -------mmeeess s mmems s e q.s.p. 1 litre

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

ii) Solution de travail
Tampon phosphate 1X {100mM, pl1 7.0} :
Tampon phosphate 10X (1000mM, pH 7. 0) ************************************ 100 ml
Eau distillée; —----s-mmrmmmmmmmmrmmesssrr s q.5.p. | litre

IV :  METHODE :

@) Suspension d'essal :

Pour chaque microarganisme, la suspension d'cssai du microorganisme test est préparée dans le dilvant (ef.
IiLe.ii). La suspension d'essai du microorganisme test est ajustée de fagon 4 obtenir entre 2,5.10° et 10.10°
UFC/ml, conformément aux recommandations de la norme IS Z 2801: 2000, Le titre exact de chaque
suspension d'essai (Tc) est vérifié & chaque essai par nne méthode validée et spéeifique & chaque
microorganisme.

b) Contamination des surfaces & tester ;

Chaque surface test, soit 3 surfaces ABS marquée par tampographic avec agent antimicrobien et 6 surfaces
ABS sans antimicrobien, est placée dans une boite de Pétri, la face greffée exposée vers le haut. 400 pl de
la suspension d'essai sont déposés sur chacune des surfaces puis recouverts par deux lamelles en verre (22
x 40 mm) de fagon A répartir la suspension d’essai sur une swrface de 1760 mm?®.
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Figure 2 : Contamiration de la surface test par la suspension d'essai recouverte de lamelles en verre
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Incubation des surfaces confaminées :

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

Détermination du niveau de contamination des surfaces tests :

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

Aprés incubation A la température spécifique du microorganisme (esté, les colonies apparues sont
dénombrées et les résuliats exprimés en nombre d'UFC présent par surface test,

Conditions d'e:ssai :

Conformément aux exigences de la norme JIS Z 2801: 20000, les essais sont jugés satisfaisants si les
conditions d’essai suivantes sont remplies

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

(Lmax - I-miu)/ (Lmoyen) 50:2

Avee L. Logarithme maximum du nombre de microorganismes viables sur la surface;
L4 : Logarithme minimal du nombre de microorganismes viables sur la surface;

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

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

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

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

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

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

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

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

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

a)

Validation des conditions d'essai @

Tableau 1: Validation des valeurs logarithmiques du nombre de microorganismes viables présents sur la surface
immédiatement aprés contamiration des surfaces ABS sans agent antimicrobien : (L - Luin)/(Lmoyen) <0,2. Linac:
logarithime maximum du nombie de microorganisines viables ; Ly, : logarithme minimal du nombre de microorganismes
viables ; Lieye : moyenne des logarithmes du nombre de microorganismes viables pour les trois surfaces test sans agent
antimicrabien,

I(iism )1 ?;sa.)z Bl | g e (Linax ~ Lo (Limogen)
Pseudogr{cgr;zg;;e;:ginam 503 491 5,00 498 0,025
Stap}ry!gfgzc'g; aureus 4,93 488 402 4,91 0,001
Fscherichia col 6,07 6,01 6,04 6,04 0,009
Mycobacteriun terrac 4,45 4,11 4,24 4,27 0,081
Candida albicans 6,04 5,81 5,93 5,93 0,040

CIP 4872

Pour chaque microorganisme test ;
¥ (L = Lonin)(Linoyen) €5t inférieur 2 0,2 (tableau I ; |
v Le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement présents aprés la contamination des

surfaces test sans agent antimicrobien est bien compris entre 5,0 logyg (1,0.10° UFC/surface) et 5,6 ‘
logip (4,0.10° UFC/surface) pour la souche de Pseudomonas aeruginosa CIP 103467. Pour les
-souches d’Escherichia coli CIP 54127 et de Candida albicans CIP 4872, on observe un dépassement
du niveau de contamination maximal souhaité (respectivement 1,1.10° UFC/surface et 8,7.10°
UFC/surface au lieu de 4,0.10° UFC/surface). Pour les souches de Staphylococcus aureus CIP 4.83 et
Mycobacterium terrae CIP 104321, le nombre moyen de microorganismes viables immédiatement
présents aprés fa contamination des surfaces test sans agent antimicrobien est légérement inférienr an
niveau de contamination minimal souhaité (respectivement 8,1.10° UFC/surface et 2,0.10%
UFC/surface au lieu de 1,0.10° UFC/surface). Ces légers écarts aux exigences de la norme JIS Z 2801:
2000 ne remettent pas en cause la validit¢ des conditions d’essais puisque pour chague
microorganisme test, le nombre moyen de mictroorganismes viables retrouvés sur la surface test sans
agent antimicrobien aprés 24 heures d’incubation est supérieur 3 1,0.10* UFC/surface (tableau 11, B).
Les conditions d’essais sont donc considérées comme valides pour chaque microorganisme test.
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b) Essais proprement dits :

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

{Nb. UF(?}surface) (Nb. UFglsurfaoe) (Nb. UFg’surFace) [Log I({B/"C)]
Pseudagg;}ag;egginasa 9,6.10* 4,7.10° <14 >5,5
Stapk U"'é’l‘f;ff_g; aureus 8,1.10* 1,8.10" 2,1.10" 3,0
E“"éﬁ'?ﬁ‘é?"’ f 1,1.10° 7.2.10° 3,0.107 3,4
Mycobacterium terrae 2,0.10° L0t | <4 >3
Candida 4";’7’;‘"”“ 8,7.10° 6,8.10° 1,9.10° 0,6

D’aprés les résultats des essais présentés dans le tableau IT, {*activité antimicrobienne de la surface plastique
ABS marquée par tampographie (cf. tableau II, C) entraine une réduction d’au moins 10” fois du nombre de
microorganismes viables lorsque les microorganismes tests sont: Pseudomonas aeruginosa CIP 103467,
Staphylococeus aurens CIP 4.83, Escherichia coli CIP 54127 et Mycobacterium terrae CIP 104321, Pour
ces quatre souches, les réductions logarithmiques observées sont respectivement de 5,5 logq, 3,0 logg, 3,4
logget = 3,2 logyq.

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

CONCLUSEIONS &

Les résultats obtenus démontrent que la swrface plastique ABS marquées par tampographie entraine
une réduction d'au meins 10 fois le rombre de microorganismes viables déposés sur la surface test en
24 heures de contact & 35%1°C quand les microorganisines tests sont Psendomonas aernginosa CIP
103467, Staphylococcus anreus CIP 4,83, Escherichia coli CIP 54127 et Mycobacterium terrae CIP
104321,

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

VIIL :

REFERENCES :

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

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

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

VIII :

BONNES PRATIQUES DE LABORATOIRE:

Cette ¢tude a &ié réalisée conformément aux exigences générales de la norme NF EN 1SO/CEI 17025
(2005} relative aux compétences des laboratoires d'étalonnages et d'essais.

Le département Assurance Qualité a vérifié que ce rapport déerivait avec précision fes procédures utilisées
et que les résultats et conclusions présentés reflélaient les valeurs brutes de Pétude. Les procédures
opérationnelles standards et les bonnes pratiques de laboratoire ont été suivies dans cette étude.

Les données originales de ce rapport, les cahiers de manipulation, les protocoles et le rapport d'étude final
sont stockés dans les archives de Biotech-Germande sous la référence "815.LEG.09",

Christine AT-DIP Date  30/11/2009
Responsable Assurance Qualité

Marléne RICHARD
Directrice adjointe du laboratoire

Date  30/11/2009

Lionel PINEAU Sighature Date  30/11/2009

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

Surfaces ABS marquées par tampographie

Rapport rédigé par : Dr Marléne RICHARD

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

Intitulé: ' Evaluation de [’activité virucide d’une surface plastique selon une
méthodelogie basée sur les normes NS Z 2801: 2000 et JIS 7 2801:
2006. Surfaces ABS marquées pat tampographie

Référence interne: Etude n® 815.LEG.09

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

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

Responsable étude : Dr Marléne RICHARD

Laboratoire d'essai : Laboratoire FONDEREPHAR

Laboratoire de bactériologie, virologie et Microbiclogie Industrielle

EI : OBJECTIF DE L'ETUDE :

Déterminer dans les conditions expérimentales décrites dans les normes JIS Z 2801: 2000 et JIS Z 2801:
20069, la capacité de la surface plastique ABS marquée par tampographie 3 réduire en 24 heures 3
35+1°C, d'au moins 10° fois le nombre d’unités infectieuses de I’ Enterovirus type [ et de I'Influenza virus
A (HINT).

IIT: MATERIEL @

" a) Surfaces antimicrobiennes et surfaces témoins :

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

Figure 1: surface plastique ABS
marquée par fampographie
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Souches dessal :

Enterovirus type ;- ARSS A PS ot n° NIBSC 01/528
Influenza virus A (TIIN1) ;- oee wrmmrmmmseseeeeee e ATCC (VR-1520) lot n°7534335

Culture celulaire

Cellules VERQ--rreeeessssoereoomos oo ATTC CLLA81, batch n® 3372621
Colulos MIICEK: = ressossss oo ATCC CLL-34, batch n® 58078519

Les conditions de conservation et de contrdle de la souche utilisée pour Ia détermination de Pactivité
virucide est celle décrite dans la norme Frangaise NF EN 14476 4+ Al : 2007,

Diluant, milieu de cubiure et solution de récupération :

EMEM 4 2% de sérum de vean feetal (SVF).

METHODE :

b)

<)

d)

Suspension d'essai :

Le titre de la suspension virale est ajusiée entre 5,4 log DICTs et 6,0 log DICTs; dans du milieu de culture
EMEM & 2% de SVF.

Contamnination des surfaces d tester :

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

Incubation des surfaces contaminées :

Aprés contamination, les 3 surfaces plastiques ABS marquées par tampographie avec agent antimicrobien
et 3 des six swfaces sans agent antimicrobien sont incubdes & 36 £ 1°C pendant 24 + 1 heures.
Parallglement, les 3 auires surfaces sans agent antimicrobien sont fraiiées immédiatement afin de
déterminer le niveau de contamination initial des surfaces.

Détermination du niveau de contamination des surfaces tests :

Immédiatement aprés la contamination ou aprés incubation des surfaces, le titrage des virus viables
résiduels présents sur la surface est effectué. Pour cela, le film viral est récupéré par addition de 10 ml
d’une solution neutralisante (milieu de culture EMEM + 2% SVF) par grattage doux 4 I'aide d’un grattoir
pour cellules.

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

Le titrage est effectué sur microplaques de 96 puits.
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L'effet cytopathique est déterminé aprés 48 heures de culture et I'estimation du nombre d’unités
infectieuses est déterminée par la méthode de SPAERMAN-KARBER en calculant le logatithme négatif

du point limite 50% (log DICTsg) par la formule suivante :
Log DICT50 = Logarithme négatif de la plus haute concentration de virus utilisée - [(Somine de % affecté

a chaque dilution/100 - 0,5) X (log de dilution)).

Conditions d'essai !

Conformément aux exigences de la norme JIS 7 2801: 20002, les essais sont jugés satisfaisants si les
conditions d’essai suivantes sont remplies :

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

(Tma!r. - Tmin)/ (Tmuyen) = 022

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

Tioyen: Titre viral moyen sur la surface pour les trois surfaces fest sans agent
antimicrobien.

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

iif) Le titre viral sur chacune des surfaces test sans agent antimicrobien incubées 24 heures ne doit pas
&tre inférieur & 1,0.10" unité infecticuse/surface {4 logq).

Expression de l'activité virucide :

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

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

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

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

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

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

a) Validation des conditions d'essai :

Tableau I': Validation des titres viraux présents sur la surface immédiatement aprés contamination des surfaces
plastiques ABS sans agent antimicrobien : (Tmax - Tmin)(Traoyen) =0,2. Tamax: titre viral maximum ; T titre viral
minimal ; Tmoyen : Moyenne des titres viraux pour les trois surfaces test sans agent antimicrobien.

Essai 1 Essai 2 Essai 3
(Tmax) (Tmin) Tmu_yen (Trnnx - Tm in)/ (Tmoyen)
Enterovirus type I 5,5 53 5,5 5.4 0,04
Influenza virus A (HINT) 5,2 5,1 51 5,1 0,02

Pour chaque microorganisme test :

Y (Touax - Tenin)(Lmagen) €t inférieur 4 0,2 (tableau 1) ;

v" Les charges virales moyennes immédiatement présentes aprés la contamination des surfaces test sans
agent antimicrobien sont bien comprises entre 5,0 logyo (1,0.10° Ul/surface) et 5,6 logo (4,0.10°
Ul/surtace) d’ knterovirus type 1 et d’Influenza virus A (HIN1).

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

b} Essais proprement dits :

Tableau It : Evaluation de lactivité virucide de la surface plastique ABS marquée par tampographie vis-d-vis de
V'Enterovirus type et de I'Influenza virus A (HINI) pour un temps de contact de 24 = 1 heures & 36 & 1°C, Log A : Log
BICTse sur la surface test immédiatement aprés contamination des surfaces sans agent antimicrobien ; log B: Log
DICTso sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur tes surfaces sans agent antimicrobien ; log C : Log DICTsg
sur la surface test aprés 24 heures d’incubation sur les surfaces avec agent antimicrobien ; R : activité virucide.

R

Log A LogB Log C [Log B - Log C)]
Enterovirus type 1 5,4 5,3 5,1 0,2
Influenza virus A (HINT) 51 4,3 2,2 2,1

D’aprés les résultats des essais présentés dans le tableau I, la surface plastique ABS marquée par
tampographie entrainent, aprés un temps de contact de 24 heures, une réduction d’au moins 10? fois du
nombre d’unités infecticuses de 1 Iyffuenza virus A (HIN1).

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

CONCLUSIONS

Les résultats obtenus démonfrent que Ia surface plastique ABS marguée par tampographie présente
une d’activité virucide conforme aux exigences des normes JIS Z 2801;: 20001 et JIS Z 2801: 2006
(réduction d'au moins 10° fois du nombre d’unités infectieuses déposées sur la surface test en 24 heures
de contact 4 36+1°C) quand le virus test est I"Influenza virns A (H1N1).

Une activité quasi négligeable est cependant observée vis-aA-vis de PEnferovirus fype I avec une
réduction de seulement 0.2 log du titre viral

VII
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Liste des références utilisant les matiéres antimicrobiennes suivantes

Référence

ABS

PC

PP

SEBS

067740

067741

067742

067743

X XXX

067744

067745

067746

067747

067748

067749

067750

XX XXX X

067760

069001

069002

069003

XX XX

070711

070712

070721

070722

XX XXX XX

070724

070725

070726

070727

070730

070732

070733

070741

070742

070743

070749

070761

070771

070772

070773

070782

070783

070788

070792

070793

070794

Do Bad Bad Pad Bt Bl Bad Bad Bt Bl Bt Bt Bt Bt Bad Bt B4 Bad B

Do Bl Bad Bad Bad Bl Bad Pad Bt Bt Bad Bad Bt Bad Bad Bt Bl Bad Bt Bl Bt Pad Bt Bt B

XX XXX XXX X XX X XXX

076581

076582

076583

076584

076666

XIX|X]X]X

076677

076685

X

077027

077043

X

077080

XXXX XX

077112

077115

077116

077117

077118

077126

077131

XXX X
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29/11/2016

Liste des références utilisant les matieéres antimicrobiennes suivantes

Référence

ABS

PC

PP

SEBS

077132

X

077133

077141

077146

077147

077150

077198

077216

077217

077219

077220

077231

078204

XXX XXX X X XX XXX X

078240

078242

078244

XXX

078246

078247

078248

078249

XXX X XXX X

078305

078329

078330

078331

078332

078334

078335

078336

LXK XX XXX XXX

078375

078376

078387

X

078700

XXX XX XXX X

078701

078702

078703

078704

XIX]X]X

078705

078706

078707

078709

XXX

078710

078711

078712

XIX|X*

078713

078714

078715

078716

078720

078721

078722

078723

078724

078725

078726

X[XX]X([X

078880

099629

099639

PR XXX
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Liste des références utilisant les matieéres antimicrobiennes suivantes

Référence ABS PC PP SEBS

674420 X

678023 X

678024 X X X
678025 X

678026 X

678117 X

678129 X

678130 X

678145 X

678148 X

678201 X

678203 X

678206 X

678221 X

678222 X

678224 X
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