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1. Identification du laboratoire d'essai

Fondation pour le Développement de la recherche en Pharmacie (FONDEREPHAR)
Faculté des Sciences Pharmaceutiques, 35 chemin des Mardichers 31062 Toulouse cedex 9,
France

2. Identification du dispositif de diffusion

Nom de produit : NOCOLYSE + H.0; 12%
Lot numéro : A190520N+/1

Date d'expiration : 05/2022

Date de réception : 29/05/2020

Code interne : 20-2662-2

Nom de l'appareil : NOCOSPRAY

Numéro de série : 172X731

Concentration du produit dans la piéce : 3 mL/m’
1 traitement - récupération des supports aprés 1H d'attente a la fin de la diffusion

Demandeur des analyses : OXY'PHARM
Conditions de stockage :  Température ambiante
Période d'analyse : Juillet 2020

Substance active : Peroxyde d'hydrogéne (12%)
3- Conditions expérimentales

3-1 Virus/Cellules réceptrices

Virus

Nom Coronavirus humain 229E

Origine : ATCC

Référence fournisseur : VR-740

Numéro de lot fournisseur : 58505270

Numéro de lot interne : SP-211113 (passage N°1)
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Cellules réceptrices

Origine : ATCC

Désignation : cellules VERO

Référence ATCC : CCL-81

Numéro de lot ATCC : 3372621

Numéro de lot interne : W(CB-141215 (passage N°13)
3-2 Supports

Les supports sélectionnés sont des disques en acier inoxydable, plats correspondant aux
exigences du paragraphe 5.2.3.1 de la norme. Les fournisseurs sont les entreprises MERCIER
CLAUSSE.

3-3 Conditions d'utilisation du couple appareil/produit

- Local :

Surface = 13,97m2
Volume = 32 m3

Appareil
2,6m
|

Support

Humidités relatives : début de I'essai 69% - fin de I'essai 69% (exigences 40 - 807%).
Températures : début de l'essai 20.8°C - fin de l'essai 21.6°C (18 - 22°C)
Dimension de la salle de test : 32m”.

- Placement des supports :

La distance des supports de tests par rapport & I'appareil est de 2,6m (Annexe B - Tableau
B.1).

Les supports ont été placés & une hauteur de 1,31m, en position verticale, orientation vers
coté opposé & l'appareil.
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3-4 Substances interférente et milieux de culture
- Substance interférente : BSA fraction V & 0,3g/L (lot N°303)
- Liquide de récupération : EMEM (lot N°2565)

4- Protocole de Validations
4-1 Contrdle de la Sensibilité des cellules aux virus

- Mettre 1 volume de la solution S ou PBS + 1 volume de la suspension cellulaire a 2.10°
cellules/ml pendant 1 heure dans un bain Marie a 36°C+1°C
- Centrifuger a 1600 trs/min pendant 10 min puis remettre en suspension dans le milieu de
culture
- Effectuer des dilutions sériées de raison 4 de virus d'essai sur une microplaque de 96 puits
(15 dilutions)
- Ajouter 100 gl de la suspension cellulaire traitée (S) ou non (témoin PBS) dans chaque puits
de la microplaque
- Laisser incuber pendant 72 heures
La différence des titres des cellules traitées par la solution S et les cellules traitées par le PBS
doit etre <1 lg.

4-2 Contrdle de I'efficacité de l'inactivation de désinfectant

- Mélanger 1 volume de BSA + 1 volume de suspension virale + 1 volume de la solution S ou eau
distillé
- Laisser le mélange pendant 60 min a température ambiante

5- Méthode de titrage

- Titrer le virus (méthode cellules en suspension sur plaque de microtitration) selon les étapes
suivantes :

- Effectuer des dilutions sériées de raison 10 du mélange en tube de verre dans le milieu de
culture.

- Transférer 100yl de chaque dilution en 8 répétitions en microplaque 96 puits fond plat.

- Réserver la colonne 12 pour le contréle des cellules non traitées

- Ajouter & chaque dilution 100yl de suspension de cellules & 2.10°cell/ml.

- Laisser incuber 72 heures a 36°C + 1°C sous 5% de CO2 + 2%.

- Observer l'effet cytopathique au microscope inversé

L'estimation du nombre d'unités infectieuses est déterminée par la méthode de SPAERMAN-
KARBER en calculant le logarithme négatif du point limite 50% (IgDICTs) par la formule
suivante :

IgDICTso = Logarithme négatif de la plus haute concentration de virus utilisée - [(Somme de %
affecté & chaque dilution/100 - 0,5) X (Ig de dilution)]
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6- Résultats

Titre de la suspension virale d'essai : IgDICT50 = 8.63

Aucune cytotoxicité n'a été observée sur le support nu qui a été préalablement traité par le
dispositif de désinfection selon le traitement réalisé.

Degré de l'effet Réduction Ig
cytopathique
IlgDICT50
Sensibilité des cellules aux
virus

- Avec traitement (S1) 8.63
Support 1 8.63 Différence <1 Ig.
Support 2
Moyenne 8.63

- Sans traitement (S2) 8.88
Support 1

Arrét de |'activité du

désinfectant

- Avec traitement (D1)
Support 1 8.88 Différence <05 Ig.
Support 2 838
Moyenne 8.63

- Sans traitement (D2)
Support 1 838

Témoins de l'essai
Support 1 6.25
Support 2 6.75
Moyenne 6.50
Essai
Support 1 2.25
Support 2 250 4.04
Support 3 2.63
Moyenne 2.46
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7- Conclusion

Dans les conditions d'essai réalisés selon la norme NF T 72-281 (Novembre 2014), le
couple appareil/produit : NOCOSPRAY N° série 172X731 / NOCOLYSE + H.0. 12% -
Lot N° A1905220N+/1, présente, en condition de propreté, dans le cadre d'une
utilisation dans le domaine Santé humaine, une activité virucide vis-a-vis de du
Coronavirus Humain 229E (réduction log > 4), aprés un traitement aprés un traitement a
3 mL/m® et 1 heure d'attente.
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