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NOTE
déappui scientifiqgue et tec

de | 6Agence nationale de s®cu
de | 6al i ndeen tlabteinovni ,r o n mravaile n t et

complémentairealé avdies | 6 Anses du 08 juin 202(

relatifal a st a b efficacitéRdesedésinfedtants hydroalcooliques pour
| hygi ne humaine tout au |l ong de | eu

L6Anses a @3n®i2628 paslé Birectew général de la santé, la Directrice générale

de la concurrence, de la consommation et de la répression des fraudes et le Directeur général

de la prévention des risques, pour la réalisation dé6 uappui scientifique et technique concernant

l es crit resd@®déehfechaant® Hgdroal cooldegmaess pour
et la garantie de cette efficacité tout au long de leur cycle de vie.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA DEMANDE

La lutte contre la propagation du coronavirus SARS-CoV-2 a entrainé une augmentation

i mportante de l utilisation de produi ts d ®s i
hydroal cool i ques utilis®s pour | 6hygi ne des n
recommandations sanitaires. Afin de prévenir toute pénurie de ces produits, le gouvernement

a notamment facilit¢ la production et la mise sur le marché des solutions et gels
hydroalcooliques par des dispositions adaptées au titre du réeglement sur les produits biocides,

en accordant, par | 6arr°t® du 13 mars 2020 des
les concentrations en alcool varient, selon la composition, de 65% a 80% v/v.

Ainsi, quatre formulations ont bénéficié du dispositif dérogatoire, deux formulations
correspondan t aux r e c o mma n gaaigatioo mendiate ede la G&te et deux
formul ati ons propos®es par | es repr®sentants de

Dans ce contexte,ilaététd e mand ® ~ | 6 An s epertbdeaspgrecommandatian® n
sur les questions suivantes :

- Les crit res déefficacit® viruci €eV-2, deg en p
produits d®sinfectants pour | &dhygi ne humain
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en substances actives et du respect de normes de référence, en particulier pour les
produits ° base do alioleopmpan-2-a)t hanol , propan

- Les conditions de stockage, reconditionnemen
des produits et la maitrise des risques a tous les stades de leurs cycles de vie.

Dansunavisdu08j ui n 2020, | 0ABaé&nmsdarépopnsgs aux te@x questisns
sur la base des informations a sa disposition.

Ai nsi I 6 An s duse efiicagtévrucitieusur girus enveloppés, et donc a priori sur le
SARS-CoV-2, est attendue dés lors que les solutions et gels hydroalcooliques désinfectants
ont une teneur en alcool supérieure a 60% viv. L6 Anses rappelait A®anmoi

formul ants peuvent avoir u pes praduit ét sue le demps sles r | 6ef
contact n®cessaire pour obtenir | 6ef fet recherc
norme EN 14476 constituel 6 exi gence r ®gl ement aire qui per met
de tout produitd ®s i nf ect ant cdceaesmanns® ~ | dhygi n

L Anses a ®gal ement ®mi s un ensemble de recommn
conditions de stockage, reconditionnement et utilisation, qui visent essentiellement a éviter

| 6®vaporation de | 6al cool a u moitmsema conthminatiod o uv er t
microbienne des produits. Pour préciser ces recommandations générales, 16 A n sa@reposé
un protocole expérimental visant a sui vr e, dans des conditions n

| 6®volution du titre aleowiedelsdlujonsoudels hydroaleaoliqgle®s ng du
désinfectants.

L6 Anses daitréaliserdes tragaux expérimentaux recommandés dans son avis :

- La mise en Tuvre doessais doef f i c aotuiiohs@ sel on
gels hydroalcooliques représentatfs des f or mul ati ons autori s®es
mars 2020.

- La mise en 1T uv rdes essais de stabilité au stockage de solutions et gels
hydroalcooliques dans les conditions représentatives de leur utilisation.

L6objet de c eadmple®tneon el Gauwi dedu 8 | uwesmésullads2l® en t e
ces essais.

2. ORGANISATION DES TRAVAUX

Les produits testés sont représentatifs des quatre formulations autorisées par dérogation. lls

ont été, soi t directement achet ®s &k agois foutnis commemme r ¢ e
échantillons par les sociétés fabriquant des solutions et gels hydroalcooliques a titre
dérogatoire.

- Les solutions hydroalcooliques selon les formulations 1 et 2, correspondent a des
compositions fixesr ec ommand ®es par | 6 OMS

- Les gels hydroalcooliques selon les formulations 3 et 4, correspondent aux
formul ati ons propos®es par | es r eepant®B&dée nt ant s
choisis avec une teneur nominale en éthanol au minimum de la gamme autorisée, soit
65% V/v.
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Les essais d 6 e f f iviugide ideé @uatre produits représentatifs ont été réalisés par le
laboratoire Fonderephar, selon la norme EN 14476 + A2 (Juillet 2019). La teneur en éthanol
et isopropanol (ou propan-2-ol) de chacune des formulations testées a été mesurée par le
Service Commun des Laboratoires.

Les essais de stabilité ont été réalisés par le Service Commun des Laboratoires, dans le cadre

d 6 @ convention de partenariat scientifique. Deux formulations types ont été testées selon

des scénarios d 6 ut i |prédééinisi orune sol ution ° badaet a théo ®t h an ¢
formulation recommandée par | 68 OMS, et un g el terieur homiade dd 6 ®t h an
65% v/v autorisée par dérogation.

Les r app ordomplets Soatslispanibles en annexe.

Loexpear t®its®e condui te par | aspiduitseéglémerdas (DERRPat al uat i
pr ®sent ®e au comit ® subsiaacepeeprotduts bogid@sc>iledd avrs 2021 ¢
L6Anaanalysél es | iens doilbhd®rd®c| a®at des @B@ertdsont nt ®r ° t
publiéessurlesi t e i nt er newvages.fr)l 6 Anses (

3: RESULTATS

3.1. Efficacité virucide des solutions et gels hydroalcooliques
3.1.1.Démarche expérimentale

Lébobjectif des essalasomiEN drd4i7é6vrestsaleonval ider
solutions et gels hydroalcooliques vis-a-visdd u n e r e v ewidi$ emeeloppés » et vis-a-
visddune revendi c«@Qoiomaviruss.p®ci fi que

Pour le traitement hygiénique des mains par friction, les conditions d éssai sont les suivantes :
te mp®r at ur e 20°C & $°€,deémpsdle contact de 30s * 5s, substance interférente
simulant des conditions de propreté (0,3g/Lde sol uti on ddéal bumine bovin

Le crit re doefficacit® es tablaégate ounsBpbriegréddon | ogar i

Les produits ont été testés sur la souche du virus de la vaccine (ATCC VR-1508), souche
modele représentative des virus enveloppés, et la souche Coronavirus 229E (ATCC VR-740).

La norme prévoit que les produits testés soient soumis a essai a une concentration maximale

de 80% car | 6ajout des microorgani smes dbéessai e
forc®ment d&uen ene ahéthiode tmoddide, il est néanmoins possible de réduire

cette dilution et de tester le produit trés peu dilué (uniguement a 97%), soit presque « prét-a-

| 6empl oi

Ainsi, compte-tenu des concentrations en alcool des solutions et gels hydroalcooliques

testées:

- Les quatre produits ont été testés a la dilution 80% v/v, dilution par défaut de la norme.

- Les produits 3 et 4 (gels) ont été testées a 97% v/v avec la méthode modifiée pour tenir
compte de la concentration en alcool plus faible.

- Les produits 1 et 2 ont été testés a des dilutions adaptées (respectivement 65 % et
70% v/v) pour les comparer aux dilutions 80% v/v des produits 3 et 4.
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Léensembl e de sesabtirdsumeé daasiesTableausl Ti®essous.

Formule testée / Teneur Dilution 80% v/v dilution 97% v/v
nominale dans le produit (protocole standard) «prét-a-l 6 e mp |
Teneur nominale en alcool dans la dilution testée

Dilution adaptée

Produit 1 (solution)

0f A 0% &
80% v/v éthanol 64 % éthanol 52 % éthanol
Produit 2 (solution) o "
75% vV isopropanol 60 % isopropanol 52 % isopropanol
Produit 3 (gel) o % o
65 % V/v éthanol 52 % éthanol 63 % éthanol
Produit 4 (gel) 52 9% éthanol 63 % ethanol

65 % v/v éthanol

Tableau 1 : Dilutions testées pour chacun des quatre produits et teneur nominale (déclarée) en alcool
dans les dilutions.

La teneur en éthanol et isopropanol des formulations testées a été analysée par le Service

Commun des Laboratoires, | or s d ecitéd. ba quantiicationre n T uvr
de | 6®t hanol et de | 6i sopropanol a ®t ® r ®ali s®e
détecteur a ionisation de flamme (CPG-DIF).

3.1.2.Résultats

U Titrage en alcool des formulations testées :
Les titres mesurés figurent dans le Tableau 2 ci-dessous.

Produit 1 (solution) Produit 2 (solution) Produit 3 (gel) Produit 4 (gel)
Déclaré 80% v/v éthanol 75% v/v isopropanol 65% v/v éthanol 65% v/v éthanol
Mesuré 78,2% vlv éthanol 76% v/v isopropanol | 66,35 % v/v éthanol | 61,4 % v/v éthanol

Tableau 2 : teneur en alcool déclarées et mesurées pour chacun des quatre produits

Les écarts entre les titrages mesurés et les teneurs nominales sont compris dans les variations
tolérées par la réglementation sur les produits?.

U Evaluation de | selenflafnormeaENil44® vi ruci de

Léensemble des r®sultats figurent d acritéses ee s r ap |
vérification de la méthodologie de la section 5.7 de la norme EN 14476 sont conformes.

Il est a noter que la norme prévoit généralement de tester trois dilutions pour chaque produit

dontunene permettant pas doat t eDandle cas ptésent, clhaquet r es
produit a été testé selon deux dilutions.

1 Guidance on the Biocidal Products Regulation Volume I: Identity of the active substance/physico-
chemical properties/analytical methodology i Information Requirements, Evaluation and Assessment.
Parts A+B+C
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Léefficacit ® s uetsuna soushe spécifigue decCorgn@&suspour | densembl
des conditions testées est présentée dans le Tableau 3 ci-dessous.

Produit 1 (solution) Produit 2 (solution) Produit 3 (gel) Produit 4 (gel)
80% v/v éthanol 75% vlv isopropanol 65% v/v éthanol 65% v/v éthanol
Dilutions 80% v/v | 65% viv 80% v/v 70% viv 97% viv | 80% viv | 97% viv | 80% viv
testées (64% (52% (60% (52% (63% (52% (63% | (52%
éthanol) | éthanol) | isopropanol) | isopropanol) | éthanol) | éthanol) | éthanol) | éthanol)
Red log 04 <4 04 <4 04 <4 o4 <4
Virus de la
Vaccine
Red log 04 <4 04 <4 04 <4 04 <4
Coronavirus
229E
Tableau 3 : efficacité des quatre produits testés aux différentesdi | ut i ons . Léoefficacit® est

| 6abatt ement mes amwrééhelttlogarithmique (Red Lio@) kelon la norme EN 14476

Quel que soit le virus testé, virus de la vaccine ou Coronavirus 229E, la chute du titre viral
obtenue suite ° Il o6applicati on(Odeus4pnfancionidéss s ui t
concentrations en alcool), pour tous les produits testés. Le virus de la vaccine, souche modéle

pour la revendication « virus enveloppés », est donc un modéle pertinent pour vérifier

| 6 e f fsurcCaronavirug.

Les produits 1 et 2 (solutions) démontrent une efficacité virucide sur virus enveloppés et
Coronavirus a la dilution 80% v/v (respectivement 64% éthanol et 60% isopropanol). A une
dilution supérieure (équivalente a 52% ddthanol o u isdpfopanol), ils ne sont plus
suffisamment efficaces.

Les produits 3 et 4 (gels) démontrent une efficacité virucide sur virus enveloppés et
Coronavirus, sans dilution (63% éthanol). A la dilution de 80% v/v (52% éthanol), ils ne sont
plus suffisamment efficaces.

Les résultats complets sont présentés dans les rapports en annexe.

3.2. Stabilité des solutions et gels hydroalcooliques dans les conditions standard
doéutilisation

3.2.1.Scénarios testés

Quatre scénarii ont été misen 1 upaower tester | a stabilit® de |
solution et dbéun gel hydroal cool i quadansiecgadre®s ent a't
de ladérogatonde | 6arr°t® du 13 mars 2020

i Scénario n°1 « flacon de poche »: utilisation personnelle peu fréquente d 6 patit flacon
(200 mL) : prélévement (3 mL) une fois par semaine pendant 5 mois.

1 Scénario n°2 « bouteille pour un usage modéré »: flacon de 500 mL avec pompe
doseuse. Ponction (3 mL) toutes les 2 heures pendant 8 & 10h, sur 3 semaines.
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1 Scénario n°3 « entrée de magasine usage intensif doéun fl ac
doseuse. Ponction (3 mL) toutes les 5 minutes pendant 8 a 10h, sur 3 jours.

1 Scénario4 «Bidonderecharge»: ouverture journali re pendar
5L pour transvasement de 200 mL tous les jours, du lundi au vendredi, durant 5
semaines.

Ces essais ont éte réalisés dans des conditions de stockage standard : température entre 15
et 26AC (moyenne 20AC), taux doébhumidit@&iéentre 20

La quantification de | 6®t hanoeénphase®@az@sera®alni s ®e p ¢
détecteur a ionisation de flamme (CPG-DIF).

3.2.2.Résultats

Les teneurs initiales en éthanol mesurées dans les solutions hydroalcooliques testées sont
comprises entre 78 et 84% v/v. Les teneurs initiales en éthanol mesurées dans les gels
hydroalcooliques testés, sont comprises entre 66 et 67% v/v. Ces teneurs sont proches des
valeurs nominales.

Pour le scénario 1, 3 et 4, les teneurs en éthanol dans la solution comme dans les gels
hydroalcooliques sont stables (variation de moins de 5% v/v) durant tout la durée de
| 6exp®ri mentati on.

Pour le scénario 2, une légére diminution de la teneur en éthanol est observée au cours du
temps avec une baisse plus marquée pour la solution hydroalcoolique (prés de 10% apres 3
semaines) en comparaison avec le gel (environ 5% aprés 3 semaines). Toutefois, dans les
deux essais, les concentrations en éthanol des gels ainsi que des solutions hydroalcooliques
restent au-dessus de 60 % v/v.

Concernant les flacons avec pompe doseuse pour les scénarios 2 et 3, des analyses ont été
réalisées quotidiennement sur le produit resté dans le corps de la pompe pendant plusieurs
heures, voire plusieurs jours (week-end), ainsi que sur le produit récupéré a la ponction
suivante. Les essais montrent, quel que soit le scénario, que le produit resté dans le corps de
la pompe toute une nuit ou tout un week-end présente la méme teneur en éthanol que le
produit présent dans le flacon.

Les résultats complets sont présentés dans le rapport en annexe.

4. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS DE L6 NSES

La lutte contre la propagation du coronavirus SARS-CoV-2 a entrainé une augmentation
i mportante ddeprdduiliss aityidomal cooliques utilis®s
fortement mis en avant dans les recommandations sanitaires. Afin de prévenir toute pénurie
de ces produits, le gouvernement a notamment facilité la production et la mise sur le marché
des solutions et gels hydroalcooliques, par des dispositions adaptées au titre du reglement sur
|l es produits biocides, emars2@20desdéragations pqurequatrd 6 ar r ° t
formulations dont les concentrations en alcool varient selon la composition de 65% a 80% vi/v.

Dans ce contexte, il a ®t ® elperseetse®ecomniaddatiorse s d 6 a |
sur les questions suivantes :
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- Les crit res doefficacit® viruci d€eV2,des en p

C
produits désinfectantspourl 6 hygi ne humaine des mains au r e
en substances actives et du respect de normes de référence, en particulier pour les
produits ° base do alioleopmpan-2-ad)t hanol , propan
- Les conditions de stockage, reconditionnementetut i | i sati on pour gar an

des produits et la maitrise des risques a tous les stades de leurs cycles de vie.

Efficacité virucide

En se fondant sur | es AbSWantienmrementrAESSARS), | @@M$ 6 EdCeH Al,
ainsi que sur des données disponibles sur le registre européen des produits biocides,| 6 ANSE S
a indiqué dans son avis du 08 juin 2020 que :

- une efficacité validée sur virus enveloppés selon la norme EN14476 couvre a priori les
virus de la famille des coronavirus, et en particulier le SARS-coV-2. Néanmoins, selon
le documentgui de d €, tduté EE@htlikation sur une souche particuliére doit
faire |l 6obj et doéun test d®di ®. Ainsi, selo
explicitement « efficace sur coronavirus », il faudrait prouver une efficacité sur virus
enveloppés et tester un coronavirus représentatif.

- Une efficacité virucide sur virus enveloppés, et donc a priori sur le SARS-CoV-2, est
attendue des lors que les solutions ou gels hydroalcooliques ont une teneur en alcool
supérieure a 60% vi/v.

La démonstration de | 6 ef fi cacit ® vi r uci dedessgedtr®formdlagonsn or me |
autorisées par dérogation, aprés un contact de 30 secondes, a été confirmée par des essais
expérimentaux réalisés sur virus enveloppés et sur une souche de coronavirus. Ces résultats

confortent la nécessité de disposer de produits avec un titre nominal minimum de 65% v/v en

éthanol ou isopropanol, afin de garantir une efficacité suffisante sur virus enveloppés, et donc

sur coronavirus. Des que la concentration en alcool diminue (résultats obtenus a une teneur

de 52% v/v en éthanol ou isopropanol), | 6 ef f-a-vdsades viru® envelogpés, et des

coronavirus en particulier, est insuffisante.

Les formulations selon le protocole OMS (solutions hydroalcooliques), plus concentrées en

alcool , pr ®sentent une garantie doéefficacit® pl
al cool l ors du stockage et ou desjosqudisapoome
dégradation. Les formulations de type gels dont les concentrations en alcool peuvent étre plus
r®duites pr®sentent une garant i éveukled pertesenci t ® mi
al cool l ors du stockage et ou de | 6utilisation.

Stabilité et conditions de stockage

Dans son avis du 08 juin 2020, | 6 A nasémis un ensemble de recommandations générales

relatives aux conditions de stockage, reconditionnement et utilisation. L6 ®t han ol et

| 6i sopropanol sont des subst anc,dest doocnmpor@d®r ®e s ¢
dé°tréamigsur |l es conditions de stockage des pr
ouvert. Aussi, les recommandationsvi sent essentiell ement ~ ®viter
mo me nt de | 6ouverptowrre glheasant i ac dms fetf maitrisec lat ® des
contamination microbienne de ceux-ci :

2 Guidance on the Biocidal Products Regulation Volume Il Efficacy - Assessment and Evaluation (Parts
B+C) Version 3.0 April 2018
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- pour les grands contenants : limiter le nombre de transvasements, la durée de
stockage, conserver dans des endroits propres, effectuer les transvasements dans un
endroit dont la température est inférieure a 20°C.

- Pour les solutions reconditionnées : nettoyer les bouteilles avant chaque remplissage.
A mini ma, un n ettad savomdpwait étre précensé) complété par une
désinfection réguliéreouunelimi t at i on du nombre de rempli ssai
par des populations plus sensibles, une désinfection avec un désinfectant au spectre
plus large devrait étre fait, idéalement avant chaque remplissage.

- Dans 1l e cas doéut il i sdes systamescaget pompetdosguse, le ou p o u
volume de la bouteille doit étre adapté a la consommation afin que le temps de séjour
du produit dans la bouteille soit le plus limité.

Deplus,l es pr ®caut e bndod®b [Eeppux prapgéees de danger des solutions
et gels hydroalcooliques doivent étre respectées.

LOAnses a ensuimi e eereqa § ® viisant acdalsier la stabikitd de la teneur
en éthanol de solutions et gels hydroalcooliques dans des conditions standardisées
dout i | Ces ®dsaio montrent que la teneur en éthanol est stable lorsque les
conditionnements peuvent étre fermés entre deux usages (petite bouteille individuelle,
ou bidons servant a larecharge). Pour | es bout ei ¢ pomme deBausejlp ®es do
teneur en éthanol reste stable lorsque que | udage est intensif, et que le contenu de la bouteille
est utilisé en quelques jours, mais elle est susceptible de diminuer lorsque la bouteille est

utilisée sur plusieurs semaines, j us qu o " une t e poteniellemem ins@ffisineen o |
pour garantir | 6efficAEes $i®, vilkucioheaitaillmdepd dadap
conditionnements a la consommation afin d 6 ®vli G wtri | i sati on sur pl usi €

produits stockés dans des conditionnements ne pouvant étre fermés entre deux utilisations.

L6Anses rappel |l e ddaanscle dadre depa pahdémie @ée Covid-19, de
nébutiliser que des solutions ou gels hydroal cool
nominaled 6 au mo i s depBvilEgier des conditionnements avec des bouchons
hermétiques. Pour les bouteilles équipées de pompes doseuses, il est nécessaire de
veiller " | 0ad®quation entre | e volume et la fr
dautilisation du produit reste limitée . Les précautions d@&mploi liées notamment aux

propriétés de danger des solutions et gels hydroalcooliques doivent étre observées.

Dr Roger Genet
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MOTS-CLES

Solutions hydroalcooliques désinfectantes, gels hydroalcooliques, stockage, virucidie, SARS-
CoV-2

CITATION SUGGEREE

Anses. (2021). Not e doappui scientifique et technique cc
08 juin 2020 relatif " la stabilit® et | 6efficac
humaine tout au long de leur cycle de vie. (saisine 2020-SA-0067). Maisons-Alfort : Anses
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ANNEXE 1 : SAISINE

2020-SA-0067

7
Liderté + Bgalich « Praternité
REPUBLIQUE FRANGAISE

MINISTERE DES SOLIDARITES MINISTERE DE LA TRANSITION
ET DE LA SANTE ECOLOGIQUE ET SOLIDAIRE

Direction générale de la santé Direction générale de la prévention des risques

MINISTERE DE L’ECONOMIE
ET DES FINANCES

Direction générale de la concurrence,
de la consommation et de la répression des fraudes

Paris,le g MAI 2020

Le Directeur général de la santé
Le Directeur général de la prévention des risques

La Directrice générale de la concurrence, de la
consommation et de la répression des fraudes

a

Monsieur le Directeur général

de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de
I'alimentation, de I'environnement et du
travail (Anses)

14 rue Pierre et Marie Curie

94701 Maisons-Alfort cedex

Objet : Demande d’appui scientifique et technique concernant les critéres d’efficacité des
désinfectants hydroalcooliques pour I’hygiéne humaine et la garantie de cette
efficacité tout au long de leur cycle de vie

La lutte contre la propagation du coronavirus SARS-CoV-2 a entrainé une augmentation importante de
I’utilisation de produits désinfectants, en particulier des produits hydroalcooliques utilisés pour I’hygiéne des
mains, fortement mis en avant dans les recommandations sanitaires. Afin de prévenir toute pénurie de ces
produits, le gouvernement a facilité la production et la mise sur le marché des gels et solutions hydro-
alcooliques, notamment par des dispositions adaptées au titre du réglement sur les produits biocides, en
accordant des dérogations pour certaines formulations, et en permettant un approvisionnement plus large en
substances actives de I’ensemble des désinfectants au-dela des sources listées par I’agence européenne des
produits chimiques.

Quatre formulations bénéficient du dispositif dérogatoire, qui se traduit en pratique par:

page 10/93



Appui scientifique et technigued e | 6 Anses
Saisine n° 2020-SA-0067

- Pour les trois formulations 4 base d’éthanol : une tolérance aux exigences du régime transitoire
national (déclarations SIMMBAD et SYNAPSE, étiquetage complet),

- Pour la formulation & base d’isopropanol: une exemption a I’obligation de disposer d’une
autorisation de mise sur le marché.

Deux formulations correspondent aux recommandations de 1'Organisation mondiale de la santé. Elles
sont également autorisées a la production par les pharmaciens (pharmacies d’officine, pharmacies & usage
intérieur des établissements de santé, textes en cours de finalisation pour les facultés de pharmacie) par
dérogation au code de la santé publique par arrété du ministére en charge de la santé. Deux formulations ont
été proposées par les représentants de I’industrie cosmétique.

Vos services ont été associés a la rédaction de ces arrétés dérogatoires, comme prévu par le code de
I’environnement.

La phase de déconfinement devrait maintenir un niveau de demande trés important, sans doute en
augmentation, en désinfectants d’hygiéne humaine et de surface.

La disponibilité en contenants pour les désinfectants hydro-alcooliques a été identifiée comme un facteur
limitant, et il convient donc de favoriser la réutilisation des contenants. Des pistes sont 4 I’étude comme le
développement de la vente en vrac, déja pratiquée par certaines pharmacies, et le recours aux
reconditionnements les plus utiles et les plus siirs.

Nous vous demandons d’apporter votre expertise et vos recommandations sur les questions
suivantes :

1) Les critéres d’efficacité virucide, et en particulier contre le virus sars-cov-2, des produits
désinfectants pour I’hygiéne humaine en matiére de concentration en substances actives et de
respect de normes de référence, en particulier pour les produits a base d’alcool (éthanol, propan-1-
ol et propan-2-ol) :

Sur la base des différents avis scientifiques en particulier du Haut Conseil de la santé publique et de
I’Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé', et comme vous [’avez
indiqué lors des travaux préparatoires aux arrétés dérogatoires précités, il est estimé qu’un produit
hydro alcoolique est efficace si le titre en alcool est supérieur a 60%. Cependant, divers avis récents
ont formulé des recommandations différentes (70, 75%). Ces avis font tantdt référence au besoin de
se conformer i la norme virucide EN 14476, tantdt présentent la concentration minimale en
substance active comme une alternative au respect de la norme, suffisante pour garantir I’efficacité.

En raison des différents avis sur I’efficacité des produits hydroalcooliques en général, et notamment
des formulations autorisées par les arrétés dérogatoires, nous vous demandons également de tester
I’efficacité de quatre formulations dérogatoires selon la norme EN 14476 sur virus enveloppés et/ou
sur toute autre souche virale jugée pertinente pour évaluer une efficacité contre le SARS-CoV-2.

2) Les conditions de stockage, reconditionnement et utilisation pour garantir Pefficacité des
produits et la maitrise des risques a tous les stades de leurs cycles de vie :

Ces recommandations porteront en particulier sur I'impact de I’évaporation de I’alcool lors des
phases d’ouverture des contenants, de reconditionnement ou d’utilisation et sur les pratiques &
privilégier pour assurer une concentration minimale suffisante pour garantir I’efficacité des produits,
en lien avec vos recommandations issues du point 1). Une attention particuliére sera portée au cas
de la vente en vrac et de la réutilisation de contenants.

1
https://www.ansm.sante.fr/var/ansm_site/storage/original/application/61e214a666eb691596a04b75393bcl

https:/iwww.hcsp.fr/explore. gi/avisragmrtsdomaine”clefr—&
https:/iwww.hesp fr/explore. |Iawsr d in ? efr-806

mpact-2019-ncov
https:/Iwww.cdc.govlcoronaviruslzo1 9-ncov/community/election-polling-locations.htm!
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Vous formulerez également des recommandations pour maitriser la contamination microbienne des
produits lors du stockage de grands conditionnements et lors des phases de remplissage des
conditionnements réutilisés.

Afin de préciser les recommandations sur les conditions de stockage et d’utilisation des produits,
vous proposerez un protocole permettant de suivre, dans des conditions normales d’utilisation,
I’évolution du titre alcoolique tout au long du cycle de vie d’un produit. Vous mettrez ensuite en
ceuvre ce protocole et, le cas échéant, vous vous appuierez sur les résultats obtenus pour préciser les
recommandations formulées.

L’ensemble de ces recommandations seront rendues publiques sur votre site internet.

Compte tenu de I'urgence associée a la situation actuelle, votre réponse a la présente demande est
attendue dans un délai de trois semaines. La mise en ceuvre des tests d’efficacité des formulations dérogatoires
selon la norme EN 14476 et la mise en ceuvre du protocole de suivi du titrage alcoolique pourront étre
communiqués ultérieurement et faire I’objet de rapports séparés.

Le Directeur général Le Directeur général
de la santé de la prévention des risques ( /'( y /
. \ Yo
= X N ~
3 A \ > i/ e R
ON —Eédric BOURILLET

La Directrice générale de la concurrence,
de la consommation et de la répression des fraudes

\

N

Virginie BEAUMEUNIER
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Study 20-2782 - Test Report N°21-1656

I - IDENTIFICATION OF TESTING LABORATORY
FONDEREPHAR

Faculté des Sciences Pharmaceutiques

35 chemin des Mardichers

31062 TOULOUSE Cedex 9

IT - SAMPLE IDENTIFICATION

- Product name Product 1

- Batch number L202316001D

- Active Substance 80% V/V Ethanol

- Receipt date October/26/2020

- Internal code 20-2782-1

- Period of testing February - March 2021
- Supplier ANSES

- Storage conditions during period of testing: Ambient temperature in the dark

- Product appearance: Clear product

FONDEREPHAR 2/7
Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Maraichers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél. 05 62 25 68 60 Fax. 0561259572 Email. contact@fonderephar.com
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III- TEST METHOD
III-1 test Virus:

Name:

Origin:

Reference:

Supplier batch number:
Internal batch number:
III-2 Recipient cells

Name:

Origin:

Reference:

Supplier batch number:
Internal batch number:

Appui scientifique et technigued e | 6 Anses
Saisine n° 2020-SA-0067

Study 20-2782 - Test Report N°21-1656

Vaccine virus

ATCC

VR-1508

5016818

55-1-110520 (Passage N°1) and SP-040216 (Passage N°1)

BHK-21

ECACC

85011433

091007

MCB-141215 (Passages N°31 and N°35)

IV - EXPERIMENTAL CONDITIONS

IV-1 Analysis conditions
- Concentrations test:
- Contact time:

- Test temperature:

- Incubation temperature:

- Product diluent:

- Interfering substance:
- Culture medium:

-Molecular sieve filter:

- Reference substance:

80% (V/V) and 65% (V/V)
30 seconds +5 s
20°C+1°C

36°C+1°C

Water for injectables preparations
(Batch N°19MKA300)

BSA 0.3 g/I (Batch N°367 standard method)
GMEM (Batches N°2762 and N°2776)

Sephadex LH20 (Batches N°10141 and
N°10170)

Formaldehyde (Batch N°9672)

- Saline phosphate buffer (PBS) Batch N°MS00IO
- Dilutions product appearance Homogeneous solution
FONDEREPHAR 3/7

Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Mardichers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél, 05 62 25 68 60 Fax. 0561259572 Email. contact@fonderephar.com

page 15/93



Appui scientifique et technigued e | 6 Anses
Saisine n° 2020-SA-0067

Study 20-2782 - Test Report N°21-1656

-Stability and appearance of the test mixture during the test: Preparation
homogeneous during the test.

IV-2 Method
IV-2-1 Virus suspension title

The assay was performed by the microplate method of suspension cells. The cytopathic
effect was determined at least 4 days of culture.

The number of infectious units is estimated by the SPEARMAN-KARBER method by
calculating the negative logarithm of the 50% limit point (IgDICTs0) using the following
formula:

IgDICTs0 = Negative logarithm of the highest concentration of virus used - [(Sum of %
assigned to each dilution/100 - 0.5) X (Ig of dilution)]

IV-2-2 Cytotoxicity of product solutions

IV-2-2-1 Direct cytotoxicity
This test determines the concentration of disinfectant that does not induce signs of
cytotoxicity to the cell line for the demonstration of the effect of virus.

IV-2-2-2 Indirect Cytotoxicity: molecular sievfilter

The activity of the product is stopped by the molecular sieving method using a sieve
filter, i.e. Sephadex LH 20.

The neutralization of the formaldehyde is validated by passing it through Sephadex at
a dilution 1/20.

The neutralization of the product test is validated by passing it through Sephadex at a
dilution 1/10.

IV-2-3 Sensitivity of cells to viruses

Comparative assays were performed on cells treated or not with the disinfectant to
ensure that the disinfectant subcytotoxic concentration does not change the behavior
of the virus to receive cell.

IV-2-4 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO
Immediately after preparation of the test mixture at time O, the reaction was stopped
in ice for 30 min + 10 s and then infectious virus titre was determined.

IV-2-5 Reference virus inactivation

Virucidal effect of formaldehyde is tested to control the uniformity of the behavior of
virus to chemical agents over time (5 min and 15 min).

V- RESULTS

FONDEREPHAR 4/7
Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Marafchers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél. 05 62 25 68 60 Fax. 0561259572 Email, contact@fonderephar.com
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Study 20-2782 - Test Report N°21-1656

V-1 Validation

V-1-1 Title of virus suspension

lg DICTso = 8.50

V-1-2 Cytotoxicity of product solutions
V-1-2-1-1 Direct cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 8.0 10° % (V/V)
V-1-2-1-2 Indirect cytotoxicity
No-cytotoxic concentration from 0.08 % (V/V)
V-1-3 Sensitivity of cell to virus

S1 (in presence of product): Ig DICTso = 8.13
S2 (in absence of product): Ig DICTso = 8.50
S2-51=0.37

Sensitivity valid (limit S2 - S1< 1 lg)

V-2 Assay

V-2-1 Validations

V-2-1-1 Title of virus suspension

lg DICTs0 = 8.25

V-2-1-2 Verification of control virus suspension assay in presence or absence of
Sephadex

- Before Sephadex

Ilg DICTs0 = 7.75

- After Sephadex

lg DICTs0 = 7.50

Difference < 0.5 Ig (verification valid)

V-2-1-3 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO

I1 (in presence of product): Ig DICTso = 8.13
I2 (in absence of product): Ig DICTso = 8.00
Difference < 0.5 Ig (verification valid)

FONDEREPHAR 5/7
Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Mardichers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél. 05 62 25 68 60 Fax. 0561259572 Email, contact@fonderephar.com
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V-2-1-4 Reference virus inactivation
V-2-1-4-1 Direct cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 7.0 10°% (V/V)
V-2-1-4-2 Indirect cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 3.50 104% (V/V)
V-2-1-4-3 Control virus suspension assay PBS
Before Sephadex

lg DICT 50PBS =7.50

After Sephadex

lg DICT 5PBS =7.00

Difference < 0.5 Ig (verification valid)

V-2-1-4-4 Results of formaldehyde

Contact time 5 min 15 min
lg DICTsg 463 3.75
Legarithmic ‘
reduction I 2.37 3.25
—_— 1
FONDEREPHAR

Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Mardichers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél. 05 62 25 68 60 Fax. 0561259572 Email. contact@fonderephar.com

6/7
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Study 20-2782 - Test Report N°21-1656

V-2-2 Result of assay product:

Vaccine virus - 305 &+ 55 - 20°C  1°C
In presence of dilutions of test product Contrale
Degree of cytopathogenic effect* % positive wells Degree of 9
-log cytopathog | =
Dilution | 80% (V/V) 65% (V/V) 80% (V/V) | 65% (V/V) | enic positive
wells
effect *
1 44444444 44444444 100 100% 44444444 | 100%
2 44444444 44444444 100% 100% 44444444 | 100%
3 44444444 44444444 | 100% 100% 44444444 | 100%
4 00000000 | 44444444 0% 100% 44444444 | 100%
5 00000000 44444444 0% | 100% 44444444 | 100%
5 00000000 00000044 0% 25% 44444444 | 100%
7 00000000 00000000 0% 0% | 44444444 | 100%
8 00000000 00000000 0 0% 00000000 | 0%
9 00000000 00000000 0% 0% 00000000 | 0%
10 00000000 00000000 0% 0% 00000000 | 0%
Ig 3.50 5.75 7.50
DICTso l

* 1to 4: Presence of virus, with cytopathogenic effect observed in cell wells
0: Absence of virus, with absence of cytopathogenic effect

V-2-3 Logarithmic reduction

Contact time 30 seconds + 5 S
Concentrations 80% (V/V) { 65% (V/V)
Lg réduction 4.00 | 175

VI - CONCLUSION

According to the standard NF EN 14476 +A2 (July 2019), the product 1

(Batch N°L202316001D) for the hygienic treatment of the hands by friction - in
clean conditions - presents a virucidal activity at the assay concentration 80%
(V/V) for the contact time 30 seconds + 5 S against vaccine virus at 20°C + 1°C.

These results hold only for the product under assay and apply to the sample as
received.

FONDEREPHAR 7/7
Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Mardichers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél. 05 62 25 68 60 Fax. 0561259572 Email. contact@fonderephar.com
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Study 20-2782 - Test Report N°21-1660
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Study 20-2782 - Test Report N°21-1660

I - IDENTIFICATION OF TESTING LABORATORY
FONDEREPHAR

Faculté des Sciences Pharmaceutiques

35 chemin des Mardichers

31062 TOULOUSE Cedex 9

IT - SAMPLE IDENTIFICATION

- Product name Product 1

- Batch number L202316001D

- Active Substance 80% V/V Ethanol
- Receipt date October/26/2020
- Internal code 20-2782-1

- Period of testing March 2021

- Supplier ANSES

- Storage conditions during period of testing: Ambient temperature in the dark

- Product appearance: Clear product

FONDEREPHAR 2/7
Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Mardichers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél. 05 62 25 68 60 Fax. 0561259572 Email. contact@fonderephar.com
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III- TEST METHOD
III-1 test Virus:

- Name

- Origin:

- Designation:

- Number batch supplier:
- Internal batch number:

Appui scientifique et technique d e
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Study 20-2782 - Test Report N°21-1660

Coronavirus 229E

ATCC

VR-740

58505270

55-2-280520 (Batch N°2)

III-2 Recipient cells: Cellules VERO

- Origin:

- Designation:

- ATCC reference

- ATCC number batch:

- Internal batch number:

ATCC

VERO cells

CCL-81

3372621

WCB-090708 (Batches N°44 and N°45)

IV - EXPERIMENTAL CONDITIONS

IV-1 Analysis conditions
- Concentrations test:

Contact time:

Test temperature:
- Incubation temperature:

- Product diluent:

- Interfering substance:
- Culture medium:

-Molecular sieve filter:

- Reference substance:
- Saline phosphate buffer (PBS)

- Dilutions product appearance

FONDEREPHAR

80% (V/V)and 65% (V/V)
30 seconds +5s

20°c £ 1°C

36°C+1°C

Water for injectables preparations
(Batch N°19MKA300)

Standard method BSA 0.3g/] (Batch N°367)

EMEM (Batches N°2761 and N°2784)

Sephadex LH20 (Batches N°10141
N°10170)

Formaldehyde (Batches N°9672)
Batch N°MS00I0

Homogeneous solution

Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Mardichers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél. 05 62 25 68 60 Fax. 0561259572 Email. contact@fonderephar.com

and

3/7
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Study 20-2782 - Test Report N°21-1660

-Stability and appearance of the test mixture during the test: Preparation
homogeneous during the test.

IV-2 Method
IV-2-1 Virus suspension title

The assay was performed by the microplate method of suspension cells. The cytopathic
effect was determined at least 4 days of culture.

The number of infectious units is estimated by the SPEARMAN-KARBER method by
calculating the negative logarithm of the 50% limit point (IgDICTs0) using the following
formula:

IgDICTso0 = Negative logarithm of the highest concentration of virus used - [(Sum of %
assigned to each dilution/100 - 0.5) X (Ig of dilution)]

IV-2-2 Cytotoxicity of product solutions

IV-2-2-1 Direct cytotoxicity
This test determines the concentration of disinfectant that does not induce signs of
cytotoxicity to the cell line for the demonstration of the effect of virus.

IV-2-2-2 Indirect Cytotoxicity: molecular sievfilter

The activity of the product is stopped by the molecular sieving method using a sieve
filter, i.e. Sephadex LH 20.

The neutralization of the formaldehyde is validated by passing it through Sephadex at
a dilution 1/20.

The neutralization of the product test is validated by passing it through Sephadex at a
dilution 1/10.

IV-2-3 Sensitivity of cells to viruses

Comparative assays were performed on cells treated or not with the disinfectant to
ensure that the disinfectant subcytotoxic concentration does not change the behavior
of the virus to receive cell.

IV-2-4 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO
Immediately after preparation of the test mixture at time O, the reaction was stopped
in ice for 30 min + 10 s and then infectious virus titre was determined.

IV-2-5 Reference virus inactivation
Virucidal effect of formaldehyde is tested to control the uniformity of the behavior of
virus to chemical agents over time (30 min and 60 min).

FONDEREPHAR 4/7
Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Maraichers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél, 05 62 25 68 60 Fax. 0561259572 Email. contact@fonderephar.com
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Study 20-2782 - Test Report N°21-1660

V- RESULTS

V-1 Validation

V-1-1 Cytotoxicity of product solutions
V-1-1-1-1 Direct cytotoxicity
No-cytotoxic concentration from 8.00 10 % (V/V)
V-1-1-1-2 Indirect cytotoxicity
No-cytotoxic concentration from 0.80% (V/V)
V-1-2 Sensitivity of cell to virus

S1 (in presence of product): Ig DICTso = 8.00
52 (in absence of product): Ig DICTso = 7.75
S2-51=025

Sensitivity valid (limit $2 - S1 <1 Ig)

V-2 Assay

V-2-1 Validations

V-2-1-1 Title of virus suspension

lg DICTs = 8.75

V-2-1-2 Verification of control virus suspension assay in presence or absence of
Sephadex

- Before Sephadex

Ig DICTso = 8.00

- After Sephadex

lg DICTs0 = 7.88

Difference < 0.5 Ig (verification valid)

V-2-1-3 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO

I1 (in presence of product): Ig DICTso = 8.38
I2 (in absence of product): Ig DICTso = 8,38
Difference < 0.5 Ig (verification valid)

FONDEREPHAR 5/7
Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Maraichers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél. 05 62 25 68 60 Fax, 0561259572 Email contact@fonderephar.com
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V-2-1-4 Reference virus inactivation
V-2-1-4-1 Direct cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 7.0 107% (V/V)
V-2-1-4-2 Indirect cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 3.50 104% (V/V)
V-2-1-4-3 Control virus suspension assay PBS
Before Sephadex

lg DICT 5 PBS =7.88

After Sephadex

lg DICT 5 PBS =7.50

Difference < 0.5 Ig (verification valid)

V-2-1-4-4 Results of formaldehyde

Study 20-2782 - Test Report N°21-1660

Contact time 30 min 60 min
Ilg DICTsg 3.63 3.13
Logarithmic
reduction 3.87 437
FONDEREPHAR

6/7
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V-2-2 Result of assay product:

Coronavirus 229 E - 30S &+ 55 - 20°C = 1°C
In presence of dilutions of test product Contrdle
Degree of cytopathogenic effect™ % positive wells Degree of %
-log ’ ' cytopathog | ..
Dilution | 80% (V/V) 65% (V/V) 80% (V/V) | 65% (V/V) | enic p“}*"’e
effect * wells ‘
1 44444444 44444444 100 100 44444444 | 100% |
2 44444444 44444444 100% | 100% 44444444 | 100% |
3 44444444 44444444 100% | 100% | 44444444 | 100% |
4 [44000000 [ 44444444 | 25% 100% | 44444444 | 100%
5 00000000 44444444 0% 100% | 44444444 | 100%
6 00000000 44444444 0% 100% 44444444 | 100%
7 00000000 00000004 0% 12.5% | 44444444 | 100% |
8 00000000 00000000 0 0% 44400000 | 37.5%
9 00000000 00000000 0% 0% 00000000 | 0%
10 00000000 00000000 0% 0% 00000000 | 0%
Ig 3.75 6.63 1 7.88
DICTso |

* 110 4: Presence of virus, with cytopathogenic ef fect observed in cell wells
0: Absence of virus, with absence of cytopathogenic effect

V-2-3 Logarithmic reduction

Contact time 30 seconds + 5 S
Concentrations 80% (V/V) 65% (V/V)
Lg réduction 413 1.25

VI - CONCLUSION

According to standard NF EN 14476 +A2 (July 2019), the product 1 - Batch
N°L202316001D for the hygienic treatment of the hands by friction - in clean
conditions - presents a virucidal activity at the assay concentration 80% (V/V) for
the contact time 30 seconds + 5 S against Coronavirus 229 E at 20°C = 1°C.

These results hold only for the product under assay and apply to the sample as
received.

FONDEREPHAR 777
Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Mardichers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél. 05 62 25 68 60 Fax. 0561259572 Email. contact@fonderephar.com
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I - IDENTIFICATION OF TESTING LABORATORY
FONDEREPHAR

Faculté des Sciences Pharmaceutiques

35 chemin des Mardichers

31062 TOULOUSE Cedex 9

II - SAMPLE IDENTIFICATION

- Product name Product 2

- Batch number 136 C4

- Active Substance 75% V/V Isopropanol

- Receipt date October/26/2020

- Internal code 20-2782-2

- Period of testing February - March 2021
- Supplier ANSES

- Storage conditions during period of testing: Ambient temperature in the dark

- Product appearance: Clear product

FONDEREPHAR 2/7
Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Mardichers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél, 05 62 25 68 60 Fax. 0561259572 Email. contact@fonderephar.com
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III- TEST METHOD
III-1 test Virus:

Name:

Origin:

Reference:

Supplier batch number:
Internal batch number:

III-2 Recipient cells

Name:

Origin:

Reference:

Supplier batch number:
Internal batch number:
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Vaccine virus

ATCC

VR-1508

5016818

55-1-110520 (Passage N°1) and SP-040216 (Passage N°1)

BHK-21

ECACC

85011433

091007

MCB-141215 (Passages N°31 and N°38)

IV - EXPERIMENTAL CONDITIONS

IV-1 Analysis conditions
- Concentrations test:
- Contact time:

- Test temperature:

- Incubation temperature:

- Product diluent:

- Interfering substance:

- Culture medium:

-Molecular sieve filter:

- Reference substance:

80% (V/V) and 70% (V/V)
30seconds+5s

20°C + 1°C

36°C+1°C

Water for injectables preparations
(Batch N°19MKA300)

BSA 0.3 g/l (Batches N°367 and N°377 standard
method)

GMEM (Batches N°2762 and N°2776)

Sephadex LH20 (Batches N°10141 and
N°10105)

Formaldehyde (Batch N°9672)

- Saline phosphate buffer (PBS) Batch N°MS00IO

FONDEREPHAR
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- Dilutions product appearance Homogeneous solution

-Stability and appearance of the test mixture during the test: Preparation
homogeneous during the fest.

IV-2 Method
IV-2-1 Virus suspension title

The assay was performed by the microplate method of suspension cells. The cytopathic
effect was determined at least 4 days of culture.

The number of infectious units is estimated by the SPEARMAN-KARBER method by
calculating the negative logarithm of the 50% limit point (IgDICTs0) using the following
formula:

IgDICTs0 = Negative logarithm of the highest concentration of virus used - [(Sum of %
assigned to each dilution/100 - 0.5) X (lg of dilution)]

IV-2-2 Cytotoxicity of product solutions

IV-2-2-1 Direct cytotoxicity
This test determines the concentration of disinfectant that does not induce signs of
cytotoxicity to the cell line for the demonstration of the effect of virus.

IV-2-2-2 Indirect Cytotoxicity: molecular sievfilter

The activity of the product is stopped by the molecular sieving method using a sieve
filter, i.e. Sephadex LH 20.

The neutralization of the formaldehyde is validated by passing it through Sephadex at
a dilution 1/20.

The neutralization of the product test is validated by passing it through Sephadex at a
dilution 1/10.

IV-2-3 Sensitivity of cells to viruses

Comparative assays were performed on cells treated or not with the disinfectant to
ensure that the disinfectant subcytotoxic concentration does not change the behavior
of the virus to receive cell.

IV-2-4 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO
Immediately after preparation of the test mixture at time O, the reaction was stopped
in ice for 30 min + 10 s and then infectious virus titre was determined.

IV-2-5 Reference virus inactivation
Virucidal effect of formaldehyde is tested to control the uniformity of the behavior of
virus to chemical agents over time (5 min and 15 min).

FONDEREPHAR 4/7
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V- RESULTS

V-1 Validation

V-1-1 Title of virus suspension

Ig DICTso = 8.13

V-1-2 Cytotoxicity of product solutions
V-1-2-1-1 Direct cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 8.00 10° % (V/V)
V-1-2-1-2 Indirect cytotoxicity
No-cytotoxic concentration from 0.087% (V/V)
V-1-3 Sensitivity of cell to virus

S1 (in presence of product): Ig DICTso = 8.00
52 (in absence of product): Ig DICTso = 8.50
S2-51=05

Sensitivity valid (limit S2 - S1 <1 Ig)

V-2 Assay

V-2-1 Validations

V-2-1-1 Title of virus suspension

Ig DICTso = 8.63

V-2-1-2 Verification of control virus suspension assay in presence or absence of
Sephadex

- Before Sephadex

lg DICTso = 7.63

- After Sephadex

Ig DICTs0 = 8.00

Difference < 0.5 Ig (verification valid)

FONDEREPHAR 5/7
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V-2-1-3 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO

I1 (in presence of product): Ig DICTso = 8.63
12 (in absence of product): Ig DICTso = 8.25

Difference < 0.5 Ig (verification valid)

V-2-1-4 Reference virus inactivation

V-2-1-4-1 Direct cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 7.0 104% (V/V)

V-2-1-4-2 Indirect cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 3.50 104% (V/V)

V-2-1-4-3 Control virus suspension assay PBS

Before Sephadex

Ig DICT 5 PBS =8.00

After Sephadex

lg DICT 5PBS =7.88

Difference < 0.5 Ig (verification valid)

V-2-1-4-4 Results of formaldehyde

Contact time 5 min 15 min
lg DICT=o 5.38 3.88
Logarithmic
reduction 2.50 3.00
FONDEREPHAR

Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Marafchers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél. 05 62 25 68 60 Fax. 0561259572 Email. contact@fonderephar.com
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V-2-2 Result of assay product:
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Vaccine virus - 30S + 55 - 20°C £ 1°C
) In presence of dilutions of test product | Contrdle
Degree of cytopathogenic effect* | % positive wells Degree of | %
-log cytopathog | .
Dilution | 80% (V/V) 70% (V/V) 80% (V/V) | 70% (V/V) | enic positive
effect * wells
| 1 44444444 44444444 100 100 44444444 | 100%
2 44444444 44444444 100% 100% 44444444 | 100%
3 44444444 44444444 100% 100% 44444444 | 100%
4 00440004 44444444 37.5% | 100% 44444444 | 100%
5 00000000 44444404 0% 87.5% 44444444 | 100%
6 00000000 00000004 0% 12.5% 44444444 | 100%
7 00000000 00000000 0% 0% 44444444 | 100%
8 00000000 00000000 0 0% 00444004 | 50%
9 00000000 00000000 0% 0% 00000000 | 0%
10 00000000 | 00000000 0% 0% 00000000 | 0%
Ig 3.88 5.50 8.00
DICTso ‘

* 1 to 4: Presence of virus, with cytopathogenic effect observed in cell wells
0: Absence of virus, with absence of cytopathogenic effect

V-2-3 Logarithmic reduction

Contact time ‘

30 seconds + 5 S

Concentrations ‘

80% (V/V)

|
70% (V/V)

Lg réduction ‘

4,12

2.50

VI - CONCLUSION

According to standard NF EN 14476 +A2 (July 2019), the product 2
(Batch N°136 C4) for the hygienic treatment of the hands by friction - in clean

conditions - presents a virucidal activity at the assay concentration 80% (V/V) for
the contact time 30 seconds + 5 S against vaccine virus at 20°C & 1°C.

These results hold only for the product under assay and apply to the sample as

received.

FONDEREPHAR
Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Mardichers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
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I - IDENTIFICATION OF TESTING LABORATORY
FONDEREPHAR

Faculté des Sciences Pharmaceutiques

35 chemin des Mardichers

31062 TOULOUSE Cedex 9

II - SAMPLE IDENTIFICATION

- Product name Product 2

- Batch number 136 C4

- Active Substance 75% V/V Isopropanol
- Receipt date October/26/2020

- Internal code 20-2782-2

- Period of testing March 2021

- Supplier ANSES

- Storage conditions during period of testing: Ambient temperature in the dark

- Product appearance: Clear product

FONDEREPHAR 277
Faculté des Sciences Pharmaceutiques - 35 Chemin des Maralchers - 31062 TOULOUSE Cedex 09
Tél 05 62 25 68 60 Fax. 05 61259572 Email. contact@fonderephar.com
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III- TEST METHOD

III-1 Test Virus:

- Name Coronavirus 229E

- Origin: ATCC

- Designation: VR-740

- Number batch supplier: 58505270

- Internal batch number: 55-2-280520 (Batch N°2)

III-2 Recipient cells: Cellules VERO

- Origin: ATCC
- Designation: VERO cells

- ATCC reference cCL-81

- ATCC number batch: 3372621

- Internal batch number: WCB-090708 (Batches N°24 and N°44)

IV - EXPERIMENTAL CONDITIONS

IV-1 Analysis conditions

- Concentrations test: 80% (V/V) and 70% (V/V)

- Contact time: 30 seconds+5s

- Test temperature: 20°C £ 1°C

- Incubation temperature: 36°Cc £ 1°C

- Product diluent: Water for injectables preparations

(Batch N°19MKA300)

- Interfering substance: Standard method BSA 0.3g/! (Batches N°367
and N°377)

- Culture medium: EMEM (Batches N°2761 and N°2784)

-Molecular sieve filter: Sephadex LH20 (Batches N°10141 and
N°10237)

- Reference substance: Formaldehyde (Batches N°9672)

- Saline phosphate buffer (PBS) Batch N°MS00I0

FONDEREPHAR 3/7
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- Dilutions product appearance Homogeneous solution
-Stability and appearance of the test mixture during the test: Preparation
homogeneous during the test.

IV-2 Methed
IV-2-1 Virus suspension title

The assay was performed by the microplate method of suspension cells. The cytopathic
effect was determined at least 4 days of culture.

The number of infectious units is estimated by the SPEARMAN-KARBER method by
calculating the negative logarithm of the 50% limit point (IgDICTso) using the following
formula:

IgDICTs0 = Negative logarithm of the highest concentration of virus used - [(Sum of %
assigned to each dilution/100 - 0.5) X (lg of dilution)]

IV-2-2 Cytotoxicity of product solutions

IV-2-2-1 Direct cytotoxicity
This test determines the concentration of disinfectant that does not induce signs of
cytotoxicity to the cell line for the demonstration of the effect of virus.

IV-2-2-2 Indirect Cytotoxicity: molecular sievfilter

The activity of the product is stopped by the molecular sieving method using a sieve
filter, i.e. Sephadex LH 20.

The neutralization of the formaldehyde is validated by passing it through Sephadex at
a dilution 1/20.

The neutralization of the product test is validated by passing it through Sephadex at a
dilution 1/10.

IV-2-3 Sensitivity of cells to viruses

Comparative assays were performed on cells treated or not with the disinfectant to
ensure that the disinfectant subcytotoxic concentration does not change the behavior
of the virus to receive cell.

IV-2-4 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO
Immediately after preparation of the test mixture at time O, the reaction was stopped
in ice for 30 min + 10 s and then infectious virus titre was determined.

IV-2-5 Reference virus inactivation
Virucidal effect of formaldehyde is tested to control the uniformity of the behavior of
virus to chemical agents over time (30 min and 60 min).

FONDEREPHAR 4/7
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V- RESULTS

V-1 Validation

V-1-1 Cytotoxicity of product solutions
V-1-1-1-1 Direct cytotoxicity
No-cytotoxic concentration from 8.00 107 % (V/V)
V-1-1-1-2 Indirect cytotoxicity
No-cytotoxic concentration from 0.80% (V/V)
V-1-2 Sensitivity of cell to virus

S1 (in presence of product): Ig DICTso = 8.38
S2 (in absence of product): Ig DICTso = 7,75
S2-51=0.63

Sensitivity valid (limit 52 - S1 <1 Ig)

V-2 Assay

V-2-1 Validations

V-2-1-1 Title of virus suspension

Ig DICTs0 = 9.1

V-2-1-2 Verification of control virus suspension assay in presence or absence of
Sephadex

- Before Sephadex

lg DICTso = 8.13

- After Sephadex

Ig DICTs0 = 8.00

Difference ¢ 0.5 Ig (verification valid)

V-2-1-3 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO

I1 (in presence of product): Ilg DICTso = 7.88
I2 (in absence of product): Ig DICTso = 7.88
Difference < 0.5 Ig (verification valid)

FONDEREPHAR 5/7
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V-2-1-4 Reference virus inactivation
V-2-1-4-1 Direct cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 7.0 10% (V/V)
V-2-1-4-2 Indirect cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 3.50 104% (V/V)
V-2-1-4-3 Control virus suspension assay PBS
Before Sephadex

lg DICT 5PBS =7.63

After Sephadex

Ig DICT 50PBS =7.63

Difference < 0.5 Ig (verification valid)

V-2-1-4-4 Results of formaldehyde

’ I
Contact time 30 min 60 min
lg DICTs0 438 ’ 3.00
Logarithmic [
reduction 3.25 ‘ 463
FONDEREPHAR 6/7
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V-2-2 Result of assay product:

Coronavirus 229 E - 30S & 55 - 20°C ¢ 1°C
In presence of dilutions of test product Controle
Degree of cytopathogenic effect™ % positive wells Degree of 5
-log ' ’ cytopathog | ° .
Dilution | 80% (V/V) 70% (V/V) 80% (V/V) | 70% (V/V) | enic P“‘"“"e
effect * Wi
1 44444444 44444444 100 100 44444444 | 100%
2 44444444 44444444 100% 100% 44444444 | 100%
3 44444000 44444444 | 62.5% 100% 44444444 | 100%
4 00000000 44440004 0% 62.5% 44444444 | 100%
5 00000000 44400000 0% 37.5% 44444444 | 100%
6 00000000 00000000 0% 0% 44444444 | 100%
7 00000000 00000000 0% 0% 44444044 | 87.5%
8 00000000 00000000 0 0% 44000444 | 62.5%
9 00000000 00000000 0% 0% 00000000 | 0%
10 00000000 00000000 0% 0% 00000000 | 0%
Ig 3.13 4.50 8.00
DICTs0

* 1o 4: Presence of virus, with cytopathogenic effect observed in cell wells
0: Absence of virus, with absence of cytopathogenic effect

V-2-3 Logarithmic reduction

Contact time 30 seconds + 5 S
Concentrations 80% (V/V) 70% (V/V)
Lg réduction 487 350

VI - CONCLUSION

According to standard NF EN 14476 +A2 (July 2019), the product 2 - Batch
N°136 C4 for the hygienic treatment of the hands by friction - in clean conditions
- presents a virucidal activity at the assay concentration 80% (V/V) for the
contact time 30 seconds + 5 S against Coronavirus 229 E at 20°C + 1°C.

These results hold only for the product under assay and apply to the sample as
received.
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I - IDENTIFICATION OF TESTING LABORATORY
FONDEREPHAR

Faculté des Sciences Pharmaceutiques

35 chemin des Mardichers

31062 TOULOUSE Cedex 9

II - SAMPLE IDENTIFICATION

- Product name Product 3

- Batch number 20000842

- Active Substance 65% V/V Ethanol

- Receipt date October/26/2020

- Internal code 20-2782-3

- Period of testing January - February 2021
- Supplier ANSES

- Storage conditions during period of testing: Ambient temperature in the dark

- Product appearance: Clear product

FONDEREPHAR 2/8
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III- TEST METHOD
III-1 test Virus:

Name:

Origin:

Reference:

Supplier batch number:
Internal batch number:
III-2 Recipient cells

Name:

Origin:

Reference:

Supplier batch number:
Internal batch number:
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Vaccine virus

ATCC

VR-1508

5016818

$5-1-200420 (Passage N°1) and SP-040216 (Passage N°1)

BHK-21

ECACC

85011433

091007

MCB-141215 (Passages N°15 and N°28)

IV - EXPERIMENTAL CONDITIONS

IV-1 Analysis conditions
- Concentrations test:
- Contact time:

- Test temperature:

- Incubation temperature:

- Product diluent:

- Interfering substance:

- Culture medium:

-Molecular sieve filter:

- Reference substance:

97% (V/V) and 80% (V/V)
30seconds+5s

20°c £ 1°C

36°Cc+1°%C

Water for injectables preparations
(Batch N°19MKA300)

BSA 0.3 g/I (Batch N°367 standard method)

BSA 1.5 g/I (Batches N°365 and N°366 modified
method)

EMEM (Batches N°2739 and N°2762)

Sephadex LH20 (Batches N°10044 and
N°10105)

Formaldehyde (Batch N°9672)

- Saline phosphate buffer (PBS) Batches N°MSOOMY and N°MS00IO

FONDEREPHAR
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- Dilutions product appearance Homogeneous solution

-Stability and appearance of the test mixture during the test: Preparation
homogeneous during the test.

IV-2 Method
IV-2-1 Virus suspension title

The assay was performed by the microplate method of suspension cells. The cytopathic
effect was determined at least 4 days of culture.

The number of infectious units is estimated by the SPEARMAN-KARBER method by
calculating the negative logarithm of the 50% limit point (IgDICTs0) using the following
formula:

IgDICTs0 = Negative logarithm of the highest concentration of virus used - [(Sum of %
assigned to each dilution/100 - 0.5) X (lg of dilution)]

IV-2-2 Cytotoxicity of product solutions

IV-2-2-1 Direct cytotoxicity
This test determines the concentration of disinfectant that does not induce signs of
cytotoxicity to the cell line for the demonstration of the effect of virus.

IV-2-2-2 Indirect Cytotoxicity: molecular sievfilter

The activity of the product is stopped by the molecular sieving method using a sieve
filter, i.e. Sephadex LH 20.

The neutralization of the formaldehyde is validated by passing it through Sephadex at
a dilution 1/20.

The neutralization of the product test is validated by passing it through Sephadex at a
dilution 1/10.

IV-2-3 Sensitivity of cells to viruses

Comparative assays were performed on cells treated or not with the disinfectant to
ensure that the disinfectant subcytotoxic concentration does not change the behavior
of the virus to receive cell.

IV-2-4 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO
Immediately after preparation of the test mixture at time O, the reaction was stopped
in ice for 30 min + 10 s and then infectious virus titre was determined.

IV-2-5 Reference virus inactivation
Virucidal effect of formaldehyde is fested to control the uniformity of the behavior of
virus to chemical agents over time (30 min and 60 min).
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V- RESULTS

V-1 Validation

V-1-1 Title of virus suspension

Ig DICTs0 = 8.10

V-1-2 Cytotoxicity of product solutions
V-1-2-1-1 Direct cytotoxicity
No-cytotoxic concentration from 9.70 10 % (V/V)
V-1-2-1-2 Indirect cytotoxicity
No-cytotoxic concentration from 0.97% (V/V)
V-1-3 Sensitivity of cell to virus

S1 (in presence of product): Ig DICTso = 8.13
S2 (in absence of product): lg DICTso = 8.25
S§2-581=0.12

Sensitivity valid (limit S2 - S1 <1 Ig)

V-2 Assay

V-2-1 Validations

V-2-1-1 Title of virus suspension

lg DICTs0 = 9.0

V-2-1-2 Verification of control virus suspension assay in presence or absence of
Sephadex

- Modified method

- Before Sephadex

lg DICTso = 6.50

- After Sephadex

lg DICTs0 = 6.88

Difference < 0.5 Ig (verification valid)
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- Standard method

- Before Sephadex

lg DICTs0 = 7.50

- After Sephadex

Ig DICTs = 7.50

Difference < 0.5 Ig (verification valid)
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V-2-1-3 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO

I1 (in presence of product): Ig DICTso = 8.50
I2 (in absence of product): Ig DICTso = 8.88

Difference ¢ 0.5 Ig (verification valid)

V-2-1-4 Reference virus inactivation

V-2-1-4-1 Direct cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 7.0 107% (V/V)

V-2-1-4-2 Indirect cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 3.50 10% (V/V)

V-2-1-4-3 Control virus suspension assay PBS

Before Sephadex

Ig DICT 50PBS =7.50

After Sephadex

lg DICT 50PBS =7.25

Difference < 0.5 Ig (verification valid)

V-2-1-4-4 Results of formaldehyde

Contact time 5 min 15 min
lg DICTs0 5.63 3.38
Logarithmic
reduction 1.62 3.87
FONDEREPHAR
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V-2-2 Result of assay product:

Vaccine virus - 30S + 55 - 20°C + 1°C
In presence of dilutions of test product control
Degree of cytopathogen % positive well
effect*
Degree of g —0
“log cytopathogenic e
Dilution 97% 97% y1opainog wells
effect
1 44444444 100% 44444444 100%
2 00444444 75% 44444444 100%
3 00000000 0% 44444444 100%
4 00000000 0% 44444444 100%
5 00000000 0% 44444444 100%
6 00000000 0% 44444444 100%
7 00000000 0% 00000000 0%
8 00000000 0 00000000 0%
9 00000000 0% 00000000 0%
10 00000000 0% 00000000 0%
lg DICTs0 2.25 6.50
* 1 to 4: Presence of virus, with cytopathogenic effect observed in cell wells
0: Absence of virus, with absence of cytopathogenic effect
Vaccine virus - 30S ¢ 55 - 20°C ¢+ 1°C
In presence of dilutions of test product control
Degnes;of eytopaiiogen % positive wells
effect*
-log Degree.af g % positive
Dilution 80% 80% cytepathogenis wells
effect *
1 44444444 100% 44444444 100%
2 44444444 100% 44444444 100%
38 44444444 100% 44444444 100%
4 04444044 75% 44444444 100%
5 00000000 0% 44444444 100%
6 00000000 0% 44444444 100%
7 00000000 0% 44444444 100%
8 00000000 0% 00000000 0%
9 00000000 0% 00000000 0%
10 00000000 0% 00000000 0%
| lg DICTs5o 4.25 7.50
* 1to 4: Presence of virus, with cytopathogenic effect observed in cell wells
0: Absence of virus, with absence of cytopathogenic effect
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V-2-3 Logarithmic reduction

Contact time 30 seconds =+ 5 S
Concentrations 97% (V/V) 80% (V/V)
Lg réduction 425 3.25

VI - CONCLUSION

According to standard NF EN 14476 +A2 (July 2019), the product 3 for the
hygienic treatment of the hands by friction - in clean conditions - presents a
virucidal activity at the assay concentration 97% (V/V) for the contact time 30
seconds + 5 S against vaccine virus at 20°C + 1°C.

These results hold only for the product under assay and apply to the sample as
received.
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I - IDENTIFICATION OF TESTING LABORATORY
FONDEREPHAR

Faculté des Sciences Pharmaceutiques

35 chemin des Mardichers

31062 TOULOUSE Cedex 9

II - SAMPLE IDENTIFICATION

- Product name Product 3

- Batch number Not informed

- Active Substance 65% V/V Ethanol

- Receipt date October/26/2020

- Internal code 20-2782-3

- Period of testing December 2020 - January 2021
- Supplier ANSES

- Storage conditions during period of testing: Ambient temperature in the dark

- Product appearance: Clear product
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III- TEST METHOD

III-1 test Virus:

- Name Coronavirus £229

- Origin: ATCC

- Designation: VR-740

- Number batch supplier: 58505270

- Internal batch number: 55-2-280520 (Batch N°2)

III-2 Recipient cells: Cellules VERO

- Origin: ATCC

- Designation: VERO cells

- ATCC reference CCL-81

- ATCC number batch: 3372621

- Internal batch number: WCB-090708 (Batches N°16 and N°21)

IV - EXPERIMENTAL CONDITIONS

IV-1 Analysis conditions

- Concentrations test: 97% (V/V) and 80% (V/V)

- Contact time: 30seconds+5s

- Test temperature: 20°c+1°C

- Incubation temperature: 36°c+1°C

- Product diluent: Water for injectables preparations

(Batch N°19MKA300)

- Interfering substance: BSA 0.3g/I (Batches N°359 and N°360)

- Culture medium: EMEM (Batch N°2714)

-Molecular sieve filter: Sephadex LH20 (Batch N°9972)

- Reference substance: Formaldehyde (Batches N°9672 and N°9979)
- Saline phosphate buffer (PBS) Batch N°MSOOMY

- Dilutions product appearance Homogeneous solution
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-Stability and appearance of the test mixture during the test: Preparation
homogeneous during the test.

IV-2 Method
IV-2-1 Virus suspension title

The assay was performed by the microplate method of suspension cells. The cytopathic
effect was determined at least 4 days of culture.

The number of infectious units is estimated by the SPEARMAN-KARBER method by
caleulating the negative logarithm of the 50% limit point (IgDICTs0) using the following
formula:

IgDICTs0 = Negative logarithm of the highest concentration of virus used - [(Sum of %
assigned to each dilution/100 - 0.5) X (lg of dilution)]

IV-2-2 Cytotoxicity of product solutions

IV-2-2-1 Direct cytotoxicity
This test determines the concentration of disinfectant that does not induce signs of
cytotoxicity to the cell line for the demonstration of the effect of virus.

IV-2-2-2 Indirect Cytotoxicity: molecular sievfilter

The activity of the product is stopped by the molecular sieving method using a sieve
filter, i.e. Sephadex LH 20.

The neutralization of the formaldehyde is validated by passing it through Sephadex at
a dilution 1/20.

The neutralization of the product test is validated by passing it through Sephadex at a
dilution 1/10.

IV-2-3 Sensitivity of cells to viruses

Comparative assays were performed on cells treated or not with the disinfectant to
ensure that the disinfectant subcytotoxic concentration does not change the behavior
of the virus to receive cell.

IV-2-4 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO
Immediately after preparation of the test mixture at time 0, the reaction was stopped
in ice for 30 min + 10 s and then infectious virus titre was determined.

IV-2-5 Reference virus inactivation
Virucidal effect of formaldehyde is tested to control the uniformity of the behavior of
virus to chemical agents over time (30 min and 60 min).
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V- RESULTS

V-1 Validation

V-1-1 Title of virus suspension

lg DICTs0 = 9.10

V-1-2 Cytotoxicity of product solutions
V-1-2-1-1 Direct cytotoxicity
No-cytotoxic concentration from 9.70 10 % (V/V)
V-1-2-1-2 Indirect cytotoxicity
No-cytotoxic concentration from 9.70% (V/V)
V-1-3 Sensitivity of cell to virus

S1 (in presence of product): Ig DICTso = 8.63
S2 (in absence of product): Ig DICTs = 8.63
52-51=0.0

Sensitivity valid (limit S2 - S1<1 Ig)

V-2 Assay

V-2-1 Validations

V-2-1-1 Title of virus suspension

lg DICTs0 = 9.1

V-2-1-2 Verification of control virus suspension assay in presence or absence of
Sephadex

- Modified method

- Before Sephadex

Ilg DICTs0 = 7.75

- After Sephadex

lg DICTs0 = 7.63

Difference < 0.5 Ig (verification valid)
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- Standard method

- Before Sephadex

lg DICTs0 = 7.88

- After Sephadex

lg DICTs0 = 8.25

Difference < 0.5 Ig (verification valid)

V-2-1-3 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO
I1 (in presence of product): Ig DICTso = 7.75
I2 (in absence of product): Ig DICTso = 8.13

Difference < 0.5 Ig (verification valid)
V-2-1-4 Reference virus inactivation

V-2-1-4-1 Direct cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 7.0 107% (V/V)
V-2-1-4-2 Indirect cytotoxicity

No-cytotoxic concentration from 3.50 104% (V/V)
V-2-1-4-3 Control virus suspension assay PBS
Before Sephadex

lg DICT 5, PBS =8.13

After Sephadex

lg DICT 5 PBS =8.38

Difference < 0.5 Ig (verification valid)

V-2-1-4-4 Results of formaldehyde

|
Contact time 30 min 60 min
lg DICTse 3.75 3.13 ‘
Logarithmic 1
reduction 463 5.25
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V-2-2 Result of assay product:

[ Coronavirus 229E - 30S : 55 - 20°C & 1°C
‘ In presence of dilutions of test product control
Degree of cytopathogen % pasitive wellg
effect™
Degree of ” -
-log . 7 positive
Dilution 97% 97% Sytopathagenic wells
effect *
1 11111111 100 22222222 100%
2 11111111 100% 22222222 100%
3 1 100% 11111111 100%
4 00000000 0% 11111111 100%
5 00000000 0% 11111111 100%
6 00000000 0% 11111111 100%
7 00000000 0% 11101111 87.5%
8 00000000 0 00010000 12.5%
9 00000000 0% 00000000 0%
10 00000000 0% 00000000 0%
| lg DICTso ‘ 3.50 7.63
* 1 to 4: Presence of virus, with cytopathogenic effect observed in cell wells
0: Absence of virus, with absence of cytopathogenic effect
Coronavirus 229E - 30S 55 - 20°C + 1°C
In presence of dilutions of test product ¥ control
G sEmtaylapmagen % positive wells ‘
effect™
-log Degres of ) % positive
ilution 80% 80% eyfSpathiogente wells
effect *
1 11111111 100% 22222222 100%
2 11111111 100% 22222222 100%
3 11111111 100% 11111111 100%
4 11111111 100% 11111111 100%
5 11100011 62.5% 11111111 100%
6 1110001 50% 11111111 100%
7 00000000 0% 11111111 100%
8 00000000 0% 11111100 75%
9 00000000 0% 00000000 0%
10 00000000 0% 00000000 0%
_Ig DICTso | 5.63 [ [ 8.25
* 1to 4: Presence of virus, with cytopathogenic effect observed in cell wells
0: Absence of virus, with absence of cytopathogenic effect
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V-2-3 Logarithmic reduction

| Contact time 30 seconds + 5 S
| !
- [
Concentrations 97% (V/V)

80% (V/V)

Lg réduction 413 2.62

VI - CONCLUSION

According to standard NF EN 14476 +A2 (July 2019), the product 3 for the
hygienic treatment of the hands by friction - in clean conditions - presents a
virucidal activity at the assay concentration 97% (V/V) for the contact time 30
seconds + 5 S against Coronavirus 229 E at 20°C + 1°C.

These results hold only for the product under assay and apply to the sample as
received.
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I - IDENTIFICATION OF TESTING LABORATORY
FONDEREPHAR

Faculté des Sciences Pharmaceutiques

35 chemin des Mardichers

31062 TOULOUSE Cedex 9

II - SAMPLE IDENTIFICATION

- Product name Product 4

- Batch number CY01171002

- Active Substance 65% V/V Ethanol

- Receipt date October/26/2020

- Internal code 20-2782-4

- Period of testing January - February 2021
- Supplier ANSES

- Storage conditions during period of testing: Ambient temperature in the dark

- Product appearance: Clear product
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III- TEST METHOD
III-1 test Virus:

Name:

Origin:

Reference:

Supplier batch number:
Internal batch number:
III-2 Recipient cells

Name:

Origin:

Reference:

Supplier batch number:
Internal batch number:
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Vaccine virus

ATCC

VR-1508

5016818

55-1-200420 (Passage N°1) and SP-1-040216 (Passage N°1)

BHK-21

ECACC

85011433

09I007

MCB-141215 (Passages N°19 and N°31)

IV - EXPERIMENTAL CONDITIONS

IV-1 Analysis conditions
- Concentrations test:
- Contact time:

- Test temperature:

- Incubation temperature:

- Product diluent:

- Interfering substance:

- Culture medium:

-Molecular sieve filter:

- Reference substance:

97% (V/V) and 80% (V/V)
30seconds+5s
20°c+1°C

36°C:1°C

Water for injectables preparations
(Batch N°19MKA300)

BSA 0.3 g/I (Batch N°367 standard method)

BSA 1.5 g/l (Batches N°365 and N°366 modified
method)

GMEM (Batches N°2739 and N°2776)

Sephadex LH20 (Batches N°10044 and
N°10141)

Formaldehyde (Batch N°9672)

- Saline phosphate buffer (PBS) Batches N°MSOOMY and N°MSQ0IO

FONDEREPHAR
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- Dilutions product appearance Homogeneous solution

-Stability and appearance of the test mixture during the test: Preparation
homogeneous during the test.

IV-2 Method
IV-2-1 Virus suspension title

The assay was performed by the microplate method of suspension cells. The cytopathic
effect was determined at least 4 days of culture.

The number of infectious units is estimated by the SPEARMAN-KARBER method by
calculating the negative logarithm of the 50% limit point (IgDICTs0) using the following
formula:

IgDICTs0 = Negative logarithm of the highest concentration of virus used - [(Sum of %
assigned to each dilution/100 - 0.5) X (Ig of dilution)]

IV-2-2 Cytotoxicity of product solutions

IV-2-2-1 Direct cytotoxicity
This test determines the concentration of disinfectant that does not induce signs of
cytotoxicity to the cell line for the demonstration of the effect of virus.

IV-2-2-2 Indirect Cytotoxicity: molecular sievfilter

The activity of the product is stopped by the molecular sieving method using a sieve
filter, i.e. Sephadex LH 20,

The neutralization of the formaldehyde is validated by passing it through Sephadex at
a dilution 1/20.

The neutralization of the product test is validated by passing it through Sephadex at a
dilution 1/10.

IV-2-3 Sensitivity of cells to viruses

Comparative assays were performed on cells treated or not with the disinfectant to
ensure that the disinfectant subcytotoxic concentration does not change the behavior
of the virus to receive cell.

IV-2-4 Verification of effectiveness of stopping the disinfectant activity at TO
Immediately after preparation of the test mixture at time O, the reaction was stopped
in ice for 30 min + 10 s and then infectious virus titre was determined.

IV-2-5 Reference virus inactivation
Virucidal effect of formaldehyde is tested to control the uniformity of the behavior of

virus to chemical agents over time (5 min and 15 min).
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