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IDENTIFICATION DES ECHANTILLONS 
 

Nos 
références 

Informations fournies par le client Date de 
fabrication 

Date 
d’analyse Vos références Description 

E/20/80252  Healse Solution désinfectante / 
Du 01 au 

29/06/2020 

Votre commande : 200998-2 Bon Pour Accord 
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1. Cadre de la mission 
 
La Société HCLO SAS demande à la Société Analytice de faire réaliser une détermination de l’activité 
virucide du produit Healse selon la norme EN 14476+A2:07-2019 - antiseptiques et désinfectants 
chimiques – Essais quantitatifs de suspension pour l’évaluation de l’activité virucide dans le domaine 
médical. 
 
 

2. Identification des échantillons 
 

- Fabricant :  HCLO SAS. 
- Date de fabrication :  produit généré à partir de l’appareil fourni par le fabricant, 

selon le protocole fourni. 
- Date limite d'utilisation optimale :  non communiquée. 
- Conditions de stockage :  température ambiante et obscurité. 
- Substances actives :  hypochlorite de sodium. 
- Aspect :  liquide incolore. 
- Précautions d’emploi :  aucune. 
- Diluant préconisé par le fabricant :  /. 
- Date de réception au laboratoire : 28/05/2020. 
- Période de l'étude :  du 01 au 29/06/2020. 
 
 

3. Conditions expérimentales  
 
- Température d’essai : 20°C ± 1°C. 
- Méthode de titrage :  log DICT50. 
- Temps de contact :  30 s. 
- Concentration finale :  80%, 50% et 10%. 
- Diluant du produit utilisé lors des essais :  eau distillée. 
- Souches virales :  Vaccinia virus ATCC VR-1508, cultivé sur cellules BHK- 

 21, sous atmosphère à 5% CO2. 
- Substances interférentes :  0,3 g/L BSA. 
- Stabilité du produit en présence de substance interférente : bonne. 
- Technique d'arrêt de l'action virucide :  à froid. 

 
Titre viral : 
 
Titrage par effet cytopathique du virus de la vaccine (calculé selon la méthode de Spearman-Kärber) : 
6,500 log DICT50. 
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4. Validation de la méthode 
 
 

4.1. Cytotoxicité 
 

Les cellules BHK-21 ont été exposées au produit Healse et une faible toxicité a été observée jusqu’à la 
dilution 10-1. 
 

 

4.2. Sensibilité des cellules aux virus 
 
Pour chacune des suspensions virales utilisées lors de la réalisation de ces essais, des titrages 
comparatifs du virus sont réalisés sur les cellules traitées ou non par le produit. 
 

 

VACCINIA VIRUS Titre de virus (log DICT50) 

Dilution du produit  
Suspension virale sur 
cellules non traitées 

Suspension virale sur 
cellules traitées 

Différence de titre viral 
(log DICT50) 

Healse        10-2 6,500 6,000 0,500 
 

Le produit testé à la concentration indiquée ci-dessus ne montre pas d'influence notable sur la méthode 
de titrage du virus de la vaccine (différence <1 log). 
 

 
4.3. Validations de l’efficacité de l’arrêt de l’activité du produit 

 
La méthode est validée si la différence est ≤ 0,5 log). 
 

Concentration du produit Substances interférentes Titre de virus (log DICT50) 
Différence avec la 

suspension virale d’essai 

Healse     80% 0,3 g/L BSA  
Essai 1 : 6,500 0,000 

Essai 2 : 6,500 0,000 

 

 
4.4. Essai d'inactivation de référence 

 

 

 Titre de virus (log DICT50) 

Réduction du titre viral (log DICT50) Suspension virale témoin 6,500 

En formaldéhyde 0,7%  

Essai d'inactivation 5 min 5,875 0,625 

Essai d'inactivation 15 min 5,375 1,125 

Essai d'inactivation 30 min 4,875 1,625 

La validation des essais est effective si la réduction du titre viral entre la suspension témoin et la suspension 
soumise au formaldéhyde est comprise entre -0,5 et -2,5 log après 30 min. La réduction est de 1,625 log après 
30 min et les conditions de la norme sont donc remplies. 
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5. Essais proprement dits – Calcul de l’activité virucide 
 

Essai 1 

La suspension virale témoin a une concentration de 6,500 log DICT50  

PRODUIT Concentration 
Temps de 

contact 
Température 

de contact 
Titre après essai 

(log DICT50) 
Réduction du titre 

viral 

Healse      

80% 

30 s 20°C 

2,250 4,250 

50% 3,500 3,000 

10% 5,000 1,500 

Les concentrations testées de produit sont virucides si la réduction du titre viral est supérieure ou 
égale à 4,0 log. 

Essai 2 

La suspension virale témoin a une concentration de 6,500 log DICT50 

PRODUIT Concentration 
Temps de 

contact 
Température 

de contact 
Titre après essai 

(log DICT50) 
Réduction du titre 

viral 

Healse            

80% 

30 s 20°C 

2,250 4,250 

50% 3,625 2,875 

10% 5,375 1,125 

Les concentrations testées de produit sont virucides si la réduction du titre viral est supérieure ou 
égale à 4,0 log. 
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6. Vérification de la méthodologie 
 

Les essais ont été validés selon la norme européenne EN 14476+A2:07-2019 : 

− Le titre de la suspension virale d'essai est suffisamment important pour permettre une observation 

de réduction de 4 log après essais : 

o Il est de 6,500 log DICT50 pour le virus de la vaccine. 

− La différence des titres entre témoin viral et virus de référence dans l'essai d'inactivation est comprise 

entre -0.5 et -2.5 après 30 min : 

o La différence est de 1,625 log après 30 min d’inactivation par le formaldéhyde pour le virus de 

la vaccine. 

− Le produit testé n’affecte pas significativement la morphologie des cellules. 

− Les conditions d’essai en propreté (0,3 g/l BSA) n’affectent pas l’infectivité du virus de la vaccine.  

− Le produit testé ne réduit pas la sensibilité : 

o  Des cellules au virus de la vaccine. Les titres de virus mis en contact avec les cellules traitées 

avec le produit et les cellules non traitées ont une différence inférieure à 1,0 log (la différence 

est de 0,500 log). 
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7. Conclusion 
 
Les essais réalisés sur le produit Healse ont démontré : 
 
- Que le produit Healse, employé dès 80% a une activité virucide sur le virus de la vaccine, selon 

la méthodologie de la norme NF EN 14476+A2:07-2019, pour 30 secondes de contact à 20°C, en 
conditions de propreté. 

 
- Que conformément à la norme EN 14476+A2:07-2019, le produit Healse, est donc efficace sur tous 

les virus enveloppés (dont H1N1 et coronavirus), dès 80% pour 30 secondes de contact à 
20°C, en conditions de propreté (point 4, tableau 1 page 9 « L’essai portant sur "l’activité virucide 
contre les virus enveloppés [avec le virus de la vaccine comme virus modèle]" couvrira uniquement 
tous les virus enveloppés »). 

 
 

 
 
 
 

___________________________ 
 

 
 
 
 
 

ANNEXES 
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ANNEXE 1 
 
 

Virus de la vaccine : 
 

- Lignée cellulaire : cellules BHK 21 (HPA réf. 85011433, lot n°09I007)  
 

- Souche virale : Vaccinia virus (ATCC réf. VR-1508, lot n°5016818) 
 
 
Tampons et milieux de culture :  
 

− Tampon PBS : chlorure de sodium, Panreac, réf. 141659.1211, lot n° 0000204679 ; sodium 
phosphate dibasic, Sigma Aldrich, réf. S5136, lot n° BCBC7067V; sodium phosphate 
monobasic, Sigma Aldrich, réf. S5011, lot n° 1019K01021V 
 

− MEM media, Sigma Aldrich, réf. 0268, lot n° 040M8301  
 

− DMEM media, Sigma Aldrich, réf. D5796, lot n° RNBB9336 
 

− Sérum de veau fœtal, Sigma Aldrich, F7524, lot n° 098K3397  
 
 
Réactifs : 
 

− Sérum albumine bovine en poudre, Dominique DUTSCHER, réf. 871001, lot D1304039 
 

 
Solution d’inactivation : 
 

− Formaldéhyde, Sigma Aldrich, réf. F-1635, lot n° BCBB3510 
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ANNEXE 2 
 

Table A1 – Titrage du virus de la vaccine par effet cytopathique, par la méthode de calcul Spaerman-
Kärber : 

Log DICT50 = 6,500 

 

Dilution (- log) Résultat % résultats positifs 

-3 44444444 100 

-4 44444444 100 

-5 44444444 100 

-6 44444444 100 

-7 00000000 0 

-8 00000000 0 

-9 00000000 0 

-10 00000000 0 

Somme des % de cultures positives 400 
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Figure 1 – représentations graphiques des résultats des essais : 

 

Essai 1 
 

 
 
 
 
 
 Essai 2 
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Tableau A2 - Tableau de résultats du produit Healse soumis à essai contre le virus de la vaccine en 
conditions de propreté (0,3 g/L BSA) 

 

PRODUIT Concentration 
Substance 

interférente 

Niveau de 

cytotoxicité 

Lg TCID50  

Reduction   
0 30 s 5 min 

10 

min 

15 

min 

30 

min 

60 

min 

HEALSE  

ESSAI 1 
80,00% 0,3 g/l BSA  1,125 6,500 2,250 N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. 

30 s 

R =  4,250 

HEALSE  

ESSAI 2 
80,00% 0,3 g/l BSA  1,000 6,500 2,250 N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. 

30 s 
 

R = 4,250 
 

Formaldéhyde 
0,70% PBS 1,875 6,500 N.T. 5,875 N.T. 5,375 4,875 N.T. 

  

 

ESSAI 1   

Formaldéhyde 
0,70% PBS 2,000 6,500 N.T. 5,625 N.T. 5,250 4,625 N.T. 

 

ESSAI 2  

Contrôle viral 

d'infectivité N.A. PBS N.A. 6,500 N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. 6,500 

 

ESSAI 1  

Contrôle viral 

d'infectivité N.A. 0,3 g/l BSA  N.A 6,500 N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. 6,500 

 

ESSAI 1  

Contrôle viral 

d'infectivité 
N.A. PBS N.A 6,500 N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. 6,500 

 

ESSAI 2  

Contrôle viral 

d'infectivité 
N.A. 0,3 g/l BSA  N.A 6,500 N.T. N.T. N.T. N.T. N.T. 6,500 

 

ESSAI 2  

Sensibilité des 

cellules au 

virus 

10-1 

N.A. 
Cellules 

non traitées 
6,375 

  

 

N.A. 
Cellules 

traitées 
6,000  
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Tableau A3 — Données brutes du produit Healse soumis à essai contre le virus de la vaccine, en 
conditions de propreté (titrage par effet cytopathique ; 8 puits) 

 

 ESSAI 1 
       

 Concentration 
Substance 

interférente 

Temps de 

contact 

Dilutions 

-1 -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8 -9 

HEALSE            

ESSAI 1 

80,00% 

0,3 g/l 

BSA  

30 s 

4444 4444 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 

4444 4400 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 

50,00% 
4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 0000 0000 

10,00% 
4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 0000 

  
Contrôle 

viral  

4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

HEALSE 

cytotoxicité 
80,00% 

0,3 g/l 

BSA  
N.A. 

4444 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 

4000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 

Formaldéhyde 0,70% PBS 

5 
4444 4444 4444 4444 4444 4440 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 

15 
4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4440 0000 0000 0000 0000 

30 
4444 4444 4444 4444 4440 0000 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 0000 

Formaldéhyde 

(cytotoxicité) 
0,70% PBS N.A. 

4444 4000 0000 0000 
N.T.  N.T. N.T. N.T. N.T. 

4444 0000 0000 0000 

Contrôle viral 

d'infectivité 
N.A. PBS 

0 
4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

60 
4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

Contrôle viral 

d'infectivité 
N.A. 

0,3 g/l 

BSA  

0 
4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

60 
4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 
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ESSAI 2 

 

 Concentration 
Substance 

interférente 

Temps de 

contact 

Dilutions 

-1 -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8 -9 

HEALSE 

ESSAI 2 

80,00% 

0,3 g/l 

BSA  

30 s 

4444 4444 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 

4444 4400 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 

50,00% 
4444 4444 4444 4000 0000 0000 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 0000 0000 

10,00% 
4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4440 0000 0000 0000 0000 

  
Contrôle 

viral  

4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

HEALSE 

cytotoxicité 
80,00% 

0,3 g/l 

BSA  
N.A. 

4444 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 

4000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 

Formaldéhyde 0,70% PBS 

5 
4444 4444 4444 4444 4444 4000 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 

15 
4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4400 0000 0000 0000 0000 

30 
4444 4444 4444 4444 4000 0000 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 0000 

Formaldéhyde 

(cytotoxicité) 
0,70% PBS N.A. 

4444 4400 0000 0000 
N.T.  N.T. N.T. N.T. N.T. 

4444 0000 0000 0000 

Contrôle viral 

d'infectivité 
N.A. PBS 

0 
4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

60 
4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

Contrôle viral 

d'infectivité 
N.A. 

0,3 g/l 

BSA  

0 
4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

60 
4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

 

Sensibilité des cellules au virus : 

 

PRODUIT Dilution 
Substance 

interférente 
  

Dilutions 

-2 -3 -4 -5 -6 -7 -8 -9 

HEALSE 10-1 
0,3 g/l 

BSA  

Cellules 

non 

traitées 

4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

Cellules 

traitées 

4444 4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 

4444 4444 4444 4444 0000 0000 0000 0000 
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IDENTIFICATION DES ECHANTILLONS 
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1. Cadre de la mission 
 
La Société HCLO SAS demande à la Société Analytice de faire réaliser une détermination de l’activité 
bactéricide du produit Healse selon la norme EN 13727:12-2015 : antiseptiques et désinfectants 
chimiques – essais quantitatifs de suspension pour l’évaluation de l’activité bactéricide des 
désinfectants chimiques pour les instruments utilisés en médecine. 
 
 

2. Identification des échantillons 
 

- Fabricant :  HCLO SAS. 
- Date de fabrication :  produit généré à partir de l’appareil fourni par le fabricant,  

 selon le protocole fourni.  
- Date limite d'utilisation optimale :  non communiquée. 
- Conditions de stockage :  température ambiante et obscurité. 
- Substances actives :  hypochlorite de sodium. 
- Aspect :  liquide incolore. 
- Diluant préconisé par le fabricant :  /. 
- Date de réception au laboratoire : 28/05/2020. 
- Période de l'étude :  du 23/07/2020 au 04/08/2020. 
 
 

3. Conditions expérimentales  
 
- Méthode employée :  EN 13727:12-2015. 
- Concentration finale :  80%, 50% et 10%. 
- Temps de contact :  30 s. 
- Température d'essai :  20°C. 
- Substance interférente :  0.3 g/L BSA, conditions de propreté. 
- Diluant des suspensions bactériennes et des essais : solution tryptone sel stérile. 
- Souches bactériennes :  Staphylococcus aureus subsp. aureus CIP 4.83 batch 

 15713-1d (ATCC 6538), 
 Pseudomonas aeruginosa DSM 939 batch 0413 (ATCC 
 15442), 
 Enterococcus hirae DSM 3320 batch 0511 (ATCC 
 10541) et 
 Escherichia coli K12 DSM 498 batch n°0113. 

- Conditions de culture des bactéries :  sur géloses TSA (Tryptone Soja Agar), à 37°C ± 1°C. 
- Technique d'arrêt de l'action bactéricide :  Dilution-Neutralisation. 
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4. Résultats 
 

Voir les détails dans les feuilles de résultats pages 5 à 8. 
 

Le produit Healse est bien actif vis-à-vis des souches de référence utilisées, car la réduction moyenne 
obtenue est d’au moins 5 log pour les cellules bactériennes viables : 
 
- Staphylococcus aureus : R > 5,40 
- Pseudomonas aeruginosa :  R > 5,41 
- Enterococcus hirae :  R > 5,25 
- Escherichia coli K12 :   R > 5,27 
 
 

5. Conclusion 
 
Conformément à la norme EN 13727:12-2015, le produit  Healse : 
 
- a une activité bactéricide sur les souches Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 
Enterococcus hirae et Escherichia coli K12 lorsqu’employé pur (80% dans les essais), pour 30 s 
de contact à 20°C, en conditions de propreté (0,3 g/L BSA). 
 
 

6. Feuilles de résultats 
 
Voir pages suivantes. 
 
Méthodologie : 
 
- 3.102 UFC/ml < Nv < 1,6.103 UFC/ml 
- 1,5.108 UFC/ml < N < 5.108 UFC/ml 
- A ≥ 0,5 x Nv0 
- B ≥ 0,5 x Nv0 
- C ≥ 0,5 x Nv0 
 
Légende : 
 
x̅ = moyenne des CFU dénombrées sur Vc1 et Vc2 
Log N = logarithme des CFU des suspensions microbiennes 
Log R = réduction logarithmique obtenue (log R = log N0 – log Na) 
VC = value counted per Petri dish 
Nv = nombre d'UFC/ml dans la suspension de validation 
A = nombre d'UFC/ml dans l’essai de validation des conditions expérimentales 
B = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de la toxicité du neutralisant 
C = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de l’inactivation par dilution-neutralisation 
Na = nombre d’UFC/ml des survivants après essai 
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7. Essai - VALIDATIONS 
 

SOUCHE 
Suspension de validation 

Nv 
Suspension de validation NvB Validation A Validation B Validation C 

Staphylococcus 
aureus 

85 88 1.10-3 83 79 79 76 84 81 80 72 

 86,5  81  77,5  82,5  76,0 

30 ≤ Nv0 ≤ 160 30 ≤ Nv0 ≤ 160 A ≥ 0,5 * Nv0 B ≥ 0,5 * Nv0 C ≥ 0,5 * Nv0 

 × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non 

Enterococcus hirae 

63 66 1.10-3 71 72 68 70 65 60 58 54 

 64,5  71,5  69,0  62,5  56,0 

30 ≤ Nv0 ≤ 160 30 ≤ Nv0 ≤ 160 A ≥ 0,5 * Nv0 B ≥ 0,5 * Nv0 C ≥ 0,5 * Nv0 

 × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non 

Pseudomonas 
aeruginosa 

89 93 1.10-3 89 87 93 94 90 91 80 79 

 91,0  88  93,5  90,5  79,5 

30 ≤ Nv0 ≤ 160 30 ≤ Nv0 ≤ 160 A ≥ 0,5 * Nv0 B ≥ 0,5 * Nv0 C ≥ 0,5 * Nv0 

 × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non 

Escherichia coli K12 

74 71 1.10-3 75 73 77 70 73 70 68 63 

 72,5  74  73,5  71,5  65,5 

30 ≤ Nv0 ≤ 160 30 ≤ Nv0 ≤ 160 A ≥ 0,5 * Nv0 B ≥ 0,5 * Nv0 C ≥ 0,5 * Nv0 

 × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non 
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8. Essai - RESULTATS 
 

SOUCHE SUSPENSION D'ESSAI ESSAI 80,00% ESSAI 50,00% ESSAI 10,00% 

Staphylococcus 
aureus 

1.10-6 >330 >330 Vc 13 11 Vc 101 96 Vc >330 >330 

1.10-7 37 34 Na <140 Na 985,00 Na >3300 

N 3,55.108 log Na <2,15 log Na 2,99 log Na >3,52 

Log N0 7,55 Log R  >5,40 Log R  4,56 Log R  <4,03 

Enterococcus hirae 

1.10-6 240 243 Vc 0 3 Vc 77 79 Vc >330 >330 

1.10-7 26 25 Na <140 Na 780,00 Na >3300 

N 2,43.108 log Na <2,15 log Na 2,89 log Na >3,52 

Log N0 7,39 Log R  >5,24 Log R  4,50 Log R  <3,87 

Pseudomonas 
aeruginosa 

1.10-6 >330 >330 Vc 11 11 Vc 92 90 Vc >330 >330 

1.10-7 36 38 Na <140 Na 910,00 Na >3300 

N 3,70.108 log Na <2,15 log Na 2,96 log Na >3,52 

Log N0 7,57 Log R  >5,42 Log R  4,61 Log R <4,05 

Escherichia coli K12 

1.10-6 278 266 Vc 0 0 Vc 69 75 Vc >330 >330 

1.10-7 29 29 Na <140 Na 720,00 Na >3300 

N 2,74.108 log Na <2,15 log Na 2,86 log Na >3,52 

Log N0 7,44 Log R   >5,29 Log R  4,58 Log R  <3,92 
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9. Répétition - VALIDATIONS 
 

SOUCHE Suspension de validation Nv Suspension de validation NvB Validation A Validation B Validation C 

Staphylococcus 
aureus 

93 90 1.10-3 99 95 92 94 99 99 87 82 

 91,5  97  93,0  99,0  84,5 

30 ≤ Nv0 ≤ 160 30 ≤ Nv0 ≤ 160 A ≥ 0,5 * Nv0 B ≥ 0,5 * Nv0 C ≥ 0,5 * Nv0 

 × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non 

Enterococcus hirae 

70 73 1.10-3 77 79 81 83 80 76 76 72 

 71,5  78  82,0  78,0  74,0 

30 ≤ Nv0 ≤ 160 30 ≤ Nv0 ≤ 160 A ≥ 0,5 * Nv0 B ≥ 0,5 * Nv0 C ≥ 0,5 * Nv0 

 × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non 

Pseudomonas 
aeruginosa 

102 104 1.10-3 110 108 103 109 100 96 90 91 

 103,0  109  106,0  98,0  90,5 

30 ≤ Nv0 ≤ 160 30 ≤ Nv0 ≤ 160 A ≥ 0,5 * Nv0 B ≥ 0,5 * Nv0 C ≥ 0,5 * Nv0 

 × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non 

Escherichia coli K12 

70 64 1.10-3 65 69 67 73 66 68 63 65 

 67,0  67  70,0  67,0  64,0 

30 ≤ Nv0 ≤ 160 30 ≤ Nv0 ≤ 160 A ≥ 0,5 * Nv0 B ≥ 0,5 * Nv0 C ≥ 0,5 * Nv0 

 × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non 
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10. Répétition - RESULTATS 
 
 

SOUCHE SUSPENSION D'ESSAI ESSAI 80,00% ESSAI 50,00% ESSAI 10,00% 

Staphylococcus 
aureus 

1.10-6 >330 >330 Vc 8 12 Vc 99 91 Vc >330 >330 

1.10-7 35 35 Na <140 Na 950,00 Na >3300 

N 3,50.108 log Na <2,15 log Na 2,98 log Na >3,52 

Log N0 7,54 Log R >5,39 Log R 4,56 Log R <4,02 

Enterococcus hirae 

1.10-6 248 251 Vc 0 0 Vc 80 76 Vc >330 >330 

1.10-7 25 27 Na <140 Na 780,00 Na >3300 

N 2,50.108 log Na <2,15 log Na 2,89 log Na >3,52 

Log N0 7,40 Log R >5,25 Log R 4,51 Log R <3,88 

Pseudomonas 
aeruginosa 

1.10-6 >330 >330 Vc 5 8 Vc 80 87 Vc >330 >330 

1.10-7 33 37 Na <140 Na 835,00 Na >3300 

N 3,50.108 log Na <2,15 log Na 2,92 log Na >3,52 

Log N0 7,54 Log R >5,39 Log R 4,62 Log R <4,02 

Escherichia coli K12 

1.10-6 245 253 Vc 0 0 Vc 77 78 Vc >330 >330 

1.10-7 27 27 Na <140 Na 775,00 Na >3300 

N 2,51.108 log Na <2,15 log Na 2,89 log Na >3,52 

Log N0 7,40 Log R >5,25 Log R 4,51 Log R <3,88 
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11. Annexe technique 
 
 
MILIEUX DE CULTURE UTILISES, stérilisés par autoclavage 
 
TSA (Tryptone Soja Agar), Dominique Dutscher, réf. 777410, lot n°403401 

 
 
SUBSTANCES INTERFÉRENTES 
 
Sérum Albumine Bovine en poudre, Fraction V, Dominique Dutscher, réf. P6154, lot n°M10637P6154 

Sang de mouton, Analytic Lab, réf. 08449, lot n°bcbj3984V 

Stérilisation par filtration 

 
 
DILUANT 
 
Solution Tryptone-Sel (TS) 

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée : 

– Tryptone, Laboratoires CONDA, réf. 1612, lot n° 091229 -------------------------------1,00 g/L 

– Chlorure de sodium, MOLECULAR BIOLOGY, ref n° 19032391, lot n° 808211---8,50 g/L 

pH final après autoclavage à 25°C : 7,0 ± 0,2 

 
 
NEUTRALISANT 
 
Ingrédients par litre d'eau distillée (q.s.p 1 L) : 

Polysorbate 80, SIGMA ALDRICH, réf. 59924, lot n° BCBJ6978V -------------------- 30 g 

Jaune d'oeuf frais ----------------------------------------------------------------------------------- 50 mL 

Saponine, Analytic Lab, réf. 84510, lot n° BCBL6449V ----------------------- ----------- 30 g 

Stérilisé par filtration sur filtre 0,45 μm ; pH à 25°C : 7,4 ± 0,1 

 
 
 
 
 
 
 
 

___________________________ 
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IDENTIFICATION DES ECHANTILLONS 
 

Nos 
références 

Informations fournies par le client Date de 
fabrication 

Date 
d’analyse Vos références Description 

E/20/80252  Healse 
Solution 

désinfectante 
/ 

Du 23/07 au 
04/08/2020 

Votre commande : 200998-2 Bon Pour Accord 
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1. Cadre de la mission 
 
La Société HCLO SAS demande à la Société Analytice de faire réaliser une détermination de l’activité 
fongicide du produit HEALSE selon la norme EN 13624:11-2013 : antiseptiques et désinfectants 
chimiques – essai quantitatif de suspension pour l’évaluation de l’activité fongicide des désinfectants 
utilisés pour les instruments en médecine. 
 
 

2. Identification des échantillons 
 

- Fabricant :  HCLO SAS. 
- Date de fabrication :  produit généré à partir de l’appareil fourni par le fabricant, 

selon le protocole fourni. 
- Date limite d'utilisation optimale :  non communiquée. 
- Conditions de stockage :  température ambiante et obscurité. 
- Substances actives :  hypochlorite de sodium. 
- Aspect :  liquide incolore. 
- Diluant préconisé par le fabricant :  /. 
- Date de réception au laboratoire : 28/05/2020. 
- Période de l'étude :  du 23/07 au 04/08/2020. 
 
 

3. Conditions expérimentales  
 

- Méthode employée :                                    EN 13624:11-2013. 
- Concentrations du produit soumis à l'essai : 80% et 10%. 
- Temps de contact :  30 s et 1 min. 
- Température d'essai :  20°C. 
- Substance interférente :  BSA 0,3 g/L, conditions de propreté. 
- Diluant des suspensions et des essais :  solution tryptone sel stérile pour les dénombrements et 

 neutralisant pour les essais. 
- Souches fongiques :  Candida albicans, CIP 48.72, batch 265.09 (ATCC 

 10231) et  
                                                                       Aspergillus brasiliensis, CIP 1431.83 lot n°252.09. 

- Technique d'arrêt de l'action fongicide :  neutralisant à base de polysorbate 80 (30 g/L) et de jaune 
 d’œuf (5%) dans de l’eau distillée. 

 

 
 
 
  



Dossier 5228/20/00001  10/09/2020 
Rapport R/20/19910C  Page 4/8 
Ce rapport ne concerne que l'échantillon soumis à l'analyse. Reproduction partielle interdite sans l'accord d'Analytice. Seul le rapport original fait foi. 

F-63 – V2 – 22/04/2009 

4. Résultats 
 

Voir les détails dans les feuilles de résultats pages 6 et 7. 

 

Le produit HEALSE est actif vis-à-vis des souches de référence utilisées, car la réduction moyenne 
obtenue est d’au moins 4 log pour les cellules fongiques viables : 
 

− Actif sur Candida albicans dès 30 s de contact car R > 4,38 log. 

− Actif sur Aspergillus brasiliensis dès 1 min de contact car R = 4,23 log. 

 
 
 
 

5. Conclusion 
 
Conformément à la norme EN 13624:11-2013, le produit  HEALSE : 

− a une activité levuricide sur la souche Candida albicans lorsqu’employé dès 80% dans l’essai, 
pour 30 sec de contact à 20°C, en conditions de propreté (albumine bovine à 0,3 g/L). 

− a une activité fongicide sur les souches Candida albicans et Aspergillus brasiliensis 
lorsqu’employé dès 80%, pour 1 min de contact à 20°C, en conditions de propreté (albumine bovine à 
0,3 g/L). 
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6. Feuilles de résultats 
 
Voir pages suivantes. 
 
Vérifications de la méthodologie : 
 
- N est compris entre 1,5 x 108 UFC/ml et 5,0 x 108 UFC/ml 
- Nw est compris entre 1,4 x 106 UFC/ml et lg N-1,3 
- Nv0 est compris entre 30 et 160 UFC/ml 
- A, B et C sont égaux ou supérieurs à 0,5 x Nv0 
- Le quotient des dénombrements moyens pondérés est compris entre 5 et 15  
 
 
Légende :  
 
Vc = dénombrement par ml 
x̅ = moyenne de Vc1 et Vc2 
N = nombre d’UFC/ml dans la suspension d'essai  
Nv = nombre d'UFC/ml dans la suspension de validation 
A = nombre d'UFC/ml dans l’essai de validation des conditions expérimentales 
B = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de la toxicité du neutralisant 
C = nombre d'UFC/ml dans le mélange d’essai de validation de l’inactivation par dilution-neutralisation 
Na = nombre d’UFC/ml des survivants après essai 
R = réduction (lg R = lg Nw – lg Na) 
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6.1. ESSAI – VALIDATIONS 
 

Micro-organisme 
d'essai 

Suspension de validation Nv Suspension de validation NvB Validation A Validation B Validation C 

Candida albicans 

123 108 1.10-3 112 109 107 113 102 108 100 94 

 115,5  1,11.105  110,0  105,0  97,0 

30 ≤ Nv0 ≤ 160 3,103 ≤ NvB ≤ 1,6.105 A ≥ 0,5 * Nv0 B ≥ 0,5 * Nv0 C ≥ 0,5 * Nv0 

 × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non 

Aspergillus 
brasiliensis 

89 84 1.10-3 88 89 93 90 87 99 80 76 

 86,5  8,85.104  91,5  93,0  78,0 

30 ≤ Nv0 ≤ 160 3,103 ≤ NvB ≤ 1,6.105 A ≥ 0,5 * Nv0 B ≥ 0,5 * Nv0 C ≥ 0,5 * Nv0 

 × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non 

 
 
 

6.2. ESSAI – RESULTATS 
 

Micro-organisme 
d'essai 

Suspension d'essai Essai 80% 30 s Essai 80% 1 min Essai 10% 

Candida albicans 

1.10-5 >330 >330 Vc 0 0 Vc 0 0 Vc >330 >330 

1.10-6 34 38 Na <140 Na <140 Na >3300 

N 3,60.107 Log Na <2,15 logNa <2,15 logNa >3,52 

Log N0 6,56 Log R >4,41 Log R >4,41 Log R <3,04 

Aspergillus 
brasiliensis 

1.10-5 >165 >165 Vc 102 111 Vc 12 10 Vc >165 >165 

1.10-6 26 25 Na 1065,00 Na <140 Na >1650 

N 2,55.107 Log Na 3,03 logNa <2,15 logNa >3,22 

Log N0 6,41 Log R 3,38 Log R >4,26 Log R <3,19 
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6.3. REPETITION – VALIDATIONS 
 

Micro-organisme 
d'essai 

Suspension de validation 
Nv 

Suspension de validation NvB Validation A Validation B Validation C 

Candida albicans 

103 107 1.10-3 103 95 102 100 99 98 93 90 

 105,0  9,90.104  101,0  98,5  91,5 

30 ≤ Nv0 ≤ 160 3,103 ≤ NvB ≤ 1,6.105 A ≥ 0,5 * Nv0 B ≥ 0,5 * Nv0 C ≥ 0,5 * Nv0 

 × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non 

Aspergillus 
brasiliensis 

88 87 1.10-3 83 86 80 84 82 86 76 72 

 87,5  8,45.104  82,0  84,0  74,0 

30 ≤ Nv0 ≤ 160 3,103 ≤ NvB ≤ 1,6.105 A ≥ 0,5 * Nv0 B ≥ 0,5 * Nv0 C ≥ 0,5 * Nv0 

 × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non  × oui □ non 

 
 
 

6.4. REPETITION – RESULTATS 
 

Micro-organisme 
d'essai 

Suspension d'essai Essai 80% 30 s Essai 80% 1 min Essai 10% 

Candida albicans 

1.10-5 >330 >330 Vc 3 1 Vc 0 0 Vc >330 >330 

1.10-6 30 32 Na <140 Na <140 Na >3300 

N 3,10.107 log Na <2,15 log Na <2,15 log Na >3,52 

Log N0 6,49 Log R >4,34 Log R >4,34 Log R <2,97 

Aspergillus 
brasiliensis 

1.10-5 >165 >165 Vc 98 95 Vc 8 12 Vc >165 >165 

1.10-6 23 21 Na 965,00 Na <140 Na >1650 

N 2,20.107 log Na 2,98 log Na <2,15 log Na >3,22 

Log N0 6,34 Log R 3,36 Log R >4,19 Log R <3,12 
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7. Annexe technique 
 
 
MILIEUX DE CULTURE UTILISES, stérilisés par autoclavage 
 
GEM (Gélose à l’Extrait de Malt), Dominique Dutscher, réf. 777304, lot 712042 
 
 
SUBSTANCES INTERFÉRENTES 
 
Sérum Albumine Bovine en poudre, Fraction V, Dominique Dutscher, réf.P6154, lot D1304039 
 
 
DILUANT Solution Tryptone-Sel (TS) 
 
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée : 
 
–Tryptone, Dominique Dutscher, réf. 777472, lot n° 090633 ------------------------------------1,00 g/l 
 
–Chlorure de sodium, Grosseron, ref 9020401, lot n° FR08 085 793 -------------------------8,50 g/l 
 
pH final après autoclavage à 25°C : 7,0 ± 0,2 
 
 
NEUTRALISANT 
 
Ingrédients par litre d'eau distillée : 
 
Polysorbate 80, SIGMA ALDRICH, réf. 59924, lot n° BCBJ6978V --------------------------    30 g 
 
Jaune d'œuf frais ------------------------------------------------------------------------------------------    50 ml 
 
Stérilisé par filtration sur filtre 0,45 µm ; pH à 25°C : 7,4 ± 0,1 
 

 
 
 
 
 
 
 

___________________________ 

 
 
 


