TECHNICAL
INFORMATION SHEET

CcODIGO DE PRODUTO

FAMILIA
quimica professional

Devido & combinacdo de
poderosos biocidas, antisséticos
e bactericidas, o ROSECIM SU
proporciona uma capacidade

com efeitos sobre uma
larga gama de microrganismos,
nomeadamente:
Bactérias gram positivas e
negativas: Staphylococcus
Aureus, Escherichia Coli,
Pseudomonas Auriginosa, Proteus
Vulgaris; Fungos:
Aspergillus niger, Penicillium
glaucum, Candida albicans,
Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum canis,
Cladosporium cladosporoides,
Penicillium verrucosum,
Aspergillus versicolor; Virus: VIH,
Enterovirus, Rotavirus, Norovirus,
Influenza, Hepatite A, Hepatite B
SARS-CoV-2

As informacdes contidas neste
catdlogo sdo baseadas na nossa
experiéncia, ndo substituem, no
entanto, ensaios preliminares que
deverdo sempre ser feitos, uma vez
que as condicoes de aplicacdo dos
produtos estdo fora do nosso
contfrolo. A CIMAI apenas se
responsabiliza pela manutencdo
das caracteristicas dos produtos de
acordo com a nossa especificacdo.

e N

ROSECIM SU

Gel antisséptico para as mdos a base de dlcool e perdxido

de hidrogéio

Gel transparente, de cor rosa, e
odor caracteristico, constituido
por poderosos antissépticos/
desinfetantes: etanol 70% e
peroxido de hidrogénio 0,125%

Especialmente indicado para
desinfecdo cirurgica de mdos na
fase pré-operatéria, desinfecdo
higiénica das mdos nas
enfermarias e consultérios,
clinicas, casas de saude, lares de
3% idade, infantdrios, nos servicos
de cuidados intensivos e das
doencas infecto-contagiosas e
em outros organismos
institucionais.

O produto é utilizado puro, cerca
de 3 ml por desinfecdo, de
preferéncia com as mdos secas.
Na desinfecdo higiénica deve-se
deixar actuar 30 segundos e no
caso de desinfeccdo cirlrgica,
cerca 5 minutos.

Deve ser utiizado sé para uso

externo.

Manter fora do alcance das
criangas.

Manter afastado de qualquer
chama ou fonte de ignicdo. Ndo
fumar.

Evitar o contacto com os olhos.
No caso de ingestdo contactar

o Centro Anfivenenos

Manter o local bem ventilado e
manusear longe de chamas vivas.
Armazenar a temperatura
ambiente.

Consultar a Ficha de Dados de
Seguranca do Produto.

500ml/0,460kg garrafa de pldstico
com dispensador (Cédigo de
produto 04746)

750mI/0,690kg garrafa de pldstico
com tampa push-pull (Cédigo de
produto 04659)

750ml/0,690kg garrafa de pldstico
com dispensador (Cédigo de
produto 04660)

51t/4,5 Kg (Cdodigo de produto
04661)

CIMAI - Engenharia e Quimica Avangada, Unipessoal Lda
Travessa de Sdo Jodo, Lt 110, Serra Casal de Cambra
2605-192 Belas

Tel.: 219 818 440; Fax: 219 818 450; info@grupo-cimai.com
WWWw.grupo-cimai.com
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Produto: Antissético e desinfetante
Responsavel colheita: Cliente
Referéncia do cliente: Rosecim SU
Identificagcdo da amostra: Condi¢coes armazenamento:

Rosecim SU Amostra acondicionada em frasco fechado

Condicdes experimentais

Produto testado puro

Tempo de contacto: 30 segundos
Ensaio efetuado com 3 (trés) voluntarios
Produto de referéncia: Isopropanol

Microrganismos testados

Escherichia coli
K12 NCTC 10538

=

Parametro
Método de ensaio / Técnica analitica

Resultados

“

Avaliagdo da eficacia na desinfecéo higiénica das maos

AL 5015 Thvive O produto analisado possui os requisitos indicados pela norma EN 1500 para a

desinfecgao higiénica das maos (i.e. o produto provocou uma redugdo no nimero de
unidades formadoras de coldnias igual ao produto de referéncia).

Legenda:

ISO - International Standard Organization; EN - Norma Europeia; FP - Farmacopeia Portuguesa; NP - Norma Portuguesa;
P.LMAEM.x.xx - Procedimento interno; ufc - unidades formadoras de coldnias; EP - European Pharmacopoeia;
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Data de edigédo: 17.12.2020

RELATORIO DE ENSAIO

Determinacdo da atividade
virucida da Férmula ROSECIM SU

De acordo com a Norma NF EN 14476+A2
(julho 2019) em relagédo ao Coronavirus
SARS-CoV-2

Relatério entregue ao: CIMAI

Este relatorio de teste é relativo apenas ao produto {indicado abaixe) submetido a ensaio. Os resultados
apenas s&o validos para a amostra sujeita & dosagem.

Este relatdrio inclui 9 paginas numeradas e 2 anexos com 4 paginas

A reproducéo deste relatério de feste & proibida, exceto sob a forma de reproduco fotografica (fax)
integral. Apenas a versdo eletrénica é valida.
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I- Int do

A pedido da sociedade CIMAIL a Férmula ROSECIM SU Premium foi avaliada em
relacéo as suas propriedades inativadoras de um isolado de Coronavirus Humano SARS-
CoV-2. O teste foi efetuado, sem alteragdo, de acordo com a norma NF EN 14476+A2 :
Antiséticos e desinfetantes quimicos - Ensaio quantitativo de suspensio para a avaliacéo
da atividade virucida no dmbito da medicina - Método de ensaio e requisitos (Fase 2/
Etapa1) —julho 2019,

lI- Jdentificacdo do produto

- Nome do produto FORMULA ROSECIM SU

- Fabricante: CIMAI

- N° de lote = N° de férmula:

- Data da amostra (efetuada sob a responsabilidade do cliente)*:

- Data de rececéo: 24/11/2020

- Aspeto do produte: Transparente

- Substancias ativas®: Efanol 70% + Perdxido de Hidrogénio

- pH do produto: Nao Diluido (17,3°C) pH= 5,01/

- Condigbes de armazenamento®. Temperatura ambiente, ao abrigo da luz
- Aplicagao™®: Desinfetante

NB: * : Dados indicados unicamente scb responsabilidade do cliente

ll- Condictes experimentais

- Periodo de ensaio: de 30/11/20 a 07/12/20

- Temperatura de ensaio: 20°C +/- 1°C

- Concentracdes do produto testado: 80%

- Tempo de contacto; 30 segundos

- Diluente do produto: agua destilada

- Aspeto da férmula e das suas diluigdes: Preparagdo fisicamente homogénea e
estavel durante o ensaio

- Substancias interferentes: Solugdo de albumina sérica bovina (ASB) com
concentracao final no ensaio de 0,3 g de ASB por litro

- Estabilidade da mistura (formula e substancias interferentes). homogénea
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- Método para parar a atividade do produto: Fiitracdo em gel

IV- Material e Métodos
1- Material

a) Virus

O isolado de Coronavirus Humano SARS-CoV-2 foi obtido a partir de uma amostra
respiratdria do Servigo de Virologia (Prof. Dr. Didier Hober) do CHU de (Franca).

Ndmero interno de lote: Lote 010720.01FS
- Titulo da suspenséo de ensaio: 3,16 x 107:%¢ DICTso/mi

b) Linha celular

A linha celular Vero E6 (ATCC CRL-1586) foi utilizada para cultivar o Coronavirus
SARS-CoV-2.

Numero de passagem: Subcultura P14-7

2- Métodos de ensaio

a) Titulagao viral

As suspensdes virais tratadas ou ndo tratadas com o produto a testar séo diluidas
em séries de 107 a 10 no meio MEM maodificade Dulbecco (DMEM, Invitrogen, Franga)
com 2% de soro bovino fetal (SBF, Invitrogen, Franca) em gelo. De seguida, 0,1 ml de
cada diluigdo é transferido para 6 pogos de uma placa de 96 pogos de microtitulagéo
contendo uma camada monocelular pré-estabelecida de células Vero ES, comegando pela
diluigo mais elevada. Apés uma hora de incubacéo a 37°C na presenca de 5% de CO»,
0,1 ml de meio de cultura é adicionado a cada pogo. A leitura do efeito citopatogénico
(ECP) é efetuada ao microscopio invertido apds 5 e 7 dias de incubacgdo. O calculo do
titulo da infecciosidade viral (logio DICTso/mi) & determinado pelo método Spearman-
Karber.

b) Determinagéo da concentragdo de sub-citotoxicidade do produto

As solugbes de ensaio do produto adicionadas de 1/10° da substancia interferente e
de 1/10° de dgua destilada sdo diluidas de 10" a 10-° em meio DMEM 2% SBF em gelo.
De seguida, 0,1 mi de cada diluigéo & distribuido pelos 6 pogos de uma placa de 96 pocos
de microtitulagdo contendo uma camada monocelular pré-estabelecida de células Vero
E6. Apés uma hora de incubagdo a 37°C na presenca de 5% de COz, 0,1 ml de meio de
cultura e adicionado a cada pogo. O efeito de sub-citotoxicidade é avaliado apés uma
incubacéo de 5 dias a 37°C na presenca de 5% de COo.

¢) Eliminacio da citotoxicidade do produto

E filtrado 0,1ml das solugdes de ensaio do produto acrescide de 1/10° da
substancia interferente e 1/10° de agua destilada em coluna Microspin $-400 HR (GE
Healthcare). De seguida, os filtrados s#o diluidos de 107" a 10-® em meio DMEM a 2% de
SBF em gelo e 0,1 ml de cada diluigéo € distribuido pelos 6 pogcos de uma placa de 96
pogos de microtitulagdo contendo uma camada monocelular pré-estabelecida de células
Vero E6. Apds uma hora de incubagéo a 37°C na presenga de 5% de CO2, 0,1 ml de meio
de cultura € adicionado a cada pogo. O efeito de sub-citotoxicidade é avaliado apés uma
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incubacéo de 5 dias a 37°C na presenca de 5% de COoa.

d) Sensibilidade das células ao virus

Uma titulagéo comparativa do virus é efetuada em células Vero EB tratadas ou néo
tratadas pelo desinfetante para testar a redugdo da sensibilidade das células ao virus na
presenca do produte. De seguida, 0,1 ml da mais baixa diluicdo aparentemente néo
citotoxica do desinfetante ou de PBS (Perborato de Sédio) é distribuido nos 8 X 6 pogos
de uma placa de 96 pogos de microtitulagdo contendo uma camada monocelular pré-
estabelecida de células Vero E6. Apds 1 h a 37°C na presenga de 5% de CO2, o meio de
cultura é eliminado dos pogos e 0,1 ml de virus diluido de 10-' a 10® em meio de cultura a
2% de SBF ¢ distribuido em paralelo sobre células tratadas ou nao tratadas. A leitura do
efeito citopatogénico (ECP) ¢ efetuada apds 5 e 7 dias de incubagéo a 37°C na presenga
de 5% de CO:2 ¢ o titulo viral é calculado.

e) Determinacéo da atividade virucida do produto

Os ensaios de atividade virucida do produto consistem em colocar em contacto 1
volume de suspensio de virus com 1 volume de substancia interferente e 8 volumes da
solugcéo de ensaio. Apds diferentes tempos de contacto a uma temperatura de 20°C +/-
1°C, uma aliguota de mistura é recolhida e filtrada através de uma coluna Microspin S-400
HR. A quantidade de virus residual no filtrado foi avaliada mediante a técnica de titulagéo
sobre célula Vero ES.

A atividade virucida do produto desinfetante & medida calculando a diminuicédo de
titulo obtido apés tratamento por comparagdo com uma titulagdo de controlo sem
desinfetante. O resultado é expresso em fator de redugdo (FR).

f) Controlo da eficacia da supressio da atividade do desinfetante

Oito volumes das solugbes de ensaio do produto s8o adicionados a 1 volume de
meio de cultura e a 1 volume de substancia interferente. Imediatamente apds a
preparagao da mistura, no tempo 0., a quantidade de 0,1MI da mistura & filtrada atraves
de uma coluna Microspin S-400 HR. De seguida, os filtrados séo adicionados a 8 volumes
de meio de cultura e 1 volume de virus e incubados durante 30 minutos em banho de gelo
fundente. As suspensdes virais séo diluidas de 102 a 10 em um meio de cultura em gelo
e a quantidade de virus residual é avaliade mediante a técnica de titulagdo scbre célula
Vero EB.

g) Inativagdo do virus com Formaldeido a 0,7% (m/v)

A suspensdo do virus foi submetida a ensaios virucidas em relagéo ac Formaldefdo
a 0,7% (miv}) como substancia de referéncia para a inativag8o viral para controlar a
uniformidade do comportamento da nossa estirpe perante os agentes quimicos ao longo
do tempo.

Os ensaios consistem em colocar em contacto 1 volume de suspensdo de virus
com 4 volumes de solugéo tamponada com fosfato (PBS, Invitrogen, Frang¢a) e 5 volumes
de Formaldeido a 1,4% (m/v). Apds os tempoes de contacte de 5 e 15 minutos a uma
temperatura de 20°C +/- 1°C, uma aliquota de mistura é recolhida e filtrada através de
uma coluna Microspin S-400 HR. A quantidade de virus residual no filtrado foi avaliada
mediante a técnica de titulagdo sobre célula Vero EB.
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V- Resultados

1) Determinagéo da diluicéo de sub-citotoxicidade da Férmula ROSECIM SU e do filtrado
através de coluna Microspin:

Diluigéo de sub-citotoxicidade

Método Férmula

ROSECIM SU (80%) | Formaldeido (0,7%)

Método de diluig&o 1/10 1/ 100

Filtracdo através de

Microspin 1710 1710

Interpretagéo
A solucéo de ensaio do produto néo afeta a morfologia nem o crescimento celular.

2) Avaliagdo da sensibilidade das células ao virus no seguimento de tratamento com a
Férmula ROSECIM SU ou o Formaldeido a 0.7%

Log1s DICTs (FR)

Farmula
ROSECIM SU (80%) Formaldeido (0,7%)

Células néo tratadas 716 +/- 0.27 7164/~ 0.97
Células tratadas 7.334/-0.18 7.16 +/- 0.27
(-0.16 +/- 0.65) (0.00 +/- 0.78)

Legenda:
FR: Fator de reducéo (em log)

Interpretacéo

Se FR < 1 log+, as condigBes experimentais s&o aplicaveis no ensaic para as quantidades de
produto utilizadas.
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3) Controlo da eficacia de supressdo da atividade do desinfetante

L DICTs (FR
Produto Concentragdo Ogro % (FR)
Controlo (Testemunha) n.a. 7.16+/- 0.21
Férmula ROSECIM SU 7.33+-0.26
(-0.16 +/- 0.68)
Virus de controlo n.a. 7.33+/-0.16
7.66+/- (.16
i [+]
Formaldeido 0,7% (- 0.33+/- 0.47)
l.egenda:
FR : Fator de redugéo (em log)
Interpretacio

Se FR= 0.5 logio, as condigbes experimentais séo aplicaveis no ensaio para as quantidades
de produto utilizadas.
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4} Avaliacdo do efeito virucida da Férmuia ROSECIM SU;

Tabela dos resultados do virucida da férmula ROSECIM SU em condig8es de limpeza
sobre g Coronavirus SARS-CoV-2 (isolado)

Logic DICTs apds xx minutos
x| Substancia (FR) 24 log redug&o
Concentragéo
Produto ¢ interferente apés xx min
<0.25 0.5
Control
(Toer;tr:n?unha) n.a. 5.83+/- 0.21 5.83 +/- 0.21 n.a.
0,3 g/l ASB

Formula

ROSECIM SU 0 3.16+/- 0.21 1.83+/- 0.21 - .
80% (2.66 +/- 0.59) | (4.00 +/- 0.59) 20.5 min
Legenda:

n.a: nao aplicavel
n.t.: nfo testado
FR: Fator de reducéo (em log)

Interpretacio

Taxa de redugéc minima sobre os virus (atividade do virucida) FR = 4 log

Tabela dos resultados do virucida do Formaldelido 0,7% sobre o Coronavirus - SARS-
CoV-2 {isolado)

Log1o DICTs apos xx minutos

o 5 .
Produto Concentracdo §ubstan0|a (FR) 24 I?g redu.g &0
interferente apés xx min /

<0.25 15

Controlo

(Testemunha) n.a. 5.50+/- .00 5.33+/-0.16 n.g.

PBS
. 5.50+/- 0.00 | 4.83+/-0.21 | 4.50+/- 0.00

Formaideido 0.7% (0.00+/- | (0.50+- & (0.83 +- >15 min

0.00) 0.53) 0.33)
Legenda;

n.a: nao aplicavel
n.t.. nac testado
FR: Fator de redugdo (em log)
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Vl- Opinido/Conclusio

A Férmula ROSECIM SU encontra-se ativa (redug¢éo = 4 log do titulo viral) em
concentracao de 80% apods um tempo de contacto de 30 segundos a 20°C de acordo com
a norma NF EN 14476+A2 (julho 2018} em condigbes de limpeza em relagdo a um isolado
de Coronavirus SARS-CoV-2.

Lille, 14 12 2020

Responsavel téchico Chefe de Servigo
{(assinatura) (assinatura)
Dr. F. SANE Prof. Dr. D. HOBER

Fim do relatério (relatério completo)

Nzo sera divulgado qualquer resultado sem a autorizacdo do cliente.

Enviar as reclamacbes para o seguinte enderego de email: didier.hober@chru-lille.fr Os
procedimentos de gestéio estdo disponiveis mediante pedido junto da unidade de
qualidade - CelluleQualiteLABO@chru-lille.fr
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Anexo 1: \

Representagéo grafica dos resultados do virucida da Férmula ROSECIM SU

em condicdes de limpeza e do Formaldeido a 0,7% em relagdo a um isolado de
Coronavirus SARS-CoV-2
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Anexo 2:

Dados brutos relativos aos ensaios desenvolvidos

- Titulo da suspenséo do ensaio;

Diluicdo (log) @

Produto
ol 31 a4l5]6]7]8]|s9
- 44444444 447006700(00
S”Sgﬁgzifde 444444440044/ 00|00
4444444444 04[00]00

- Determinacéo da diluicdo de sub-citotoxicidade da Formula ROSECIM SU e do fiftrado

através de coluna Microspin:

Produto Método Diluigao
(log)
1213|456 7]38
Férmula Método de diluigao
T 0 0 L. Lo nt
ROSECIM SU (80%) o0 nt [ nt | n
Filtrag&o através de
Microspin 0] 0| 0 nt|nt|nt|nt|nt
Metodo de diluigao
Formaldeido (0,7%) T T T T Tjint|nt|nt
Filtrac&o através de
Microspin T| 0| 0 |nt|ntint|nt]|nt

Legenda:
T: Toxico

T* Toxicidade parcial

n.t.: ndo testado




- Resultados da sensibilidade das células ao virus no seguimento de tratamento com a
Formula ROSECIM SU ou o Formaldeido a 0,7%

Produto

Método

2

3

Diluicao (log) ©

4

5

6

7

8

Férmula
ROSECIM SU (80%)

Células ndo tratadas

44
44
4 4

44
44
44

44
44
4 4

44
44
44

40
00
44

40
00
00

00
00
00

00
00
00

Células tratadas

44

44
44

44

44
44

44
44
44

44
44
44

40
44
44

00
00
00

00

00
00

0o
00
00

Formaldeido {0,7%)

Células nao tratadas

44

4 4
44

44
44
44

44
44
44

44
44
44

40
00
44

00

00
00

0o

00
00

00
00
00

Células tratadas

44
44
44

44
44
44

44
44
4.4

44
44
44

00
04
44

00
00
00

00
00
00

00
00
00

Legenda:

(a) 1 a 4: virus presentes, grau de ECP (Efeito Citopatogénico Viral) nos 86 pogos

de placas de microtitulagéo 0; nenhum virus presente.

- Resultados da eficacia de supresséo da atividade do desinfetante.

Diluicéo (log) @

Produto ¢80 (lo9
1023 4a|5]|6]|7 8
44|44 |44 4444 44 00(00
%giiimm) 4444444444 00 00|00
44|44|44|44 44 44 00|00
) 44|44 4444 44(44[40(00

)
Fermula ROSECIM SU (80%) 4 4 1 44 | 4 e |41 aalaalaolog
44 44 44|44]44]40]00]|00
44 4444 4444040000
%2$$LMw) 44|44 |44 44 |44|44|00 00
444444 44|44(44|00 00
, 4444444444 44 00]00
0,

Formaldeido (0.7%) | 44 44|44 |44 44 44 00|00
4444|4484 44 44]40(00

Legenda:

(@) 1 a4 :virus presentes, grau de ECP (Efeito Citopatogénico Viral) nos 6 pogos
de placas de microtitufagdo 0 : nenhum virus presente.




- Resultados do virucida da Férmula ROSECIM SU

5 o mi Biluicdo (lo
Produto Substéncia | Tempo ‘;(a)( 9)
interferente de
contacto 1 2 3 4 5 5] 7 8
<0.25 444(444/444\1444(004/000/0001000
Controlo ) 444/444/444:/444(400/000/000/000
(Testemunha) 444/ 444|444 444/044|000/000/000
030lASB | 30se9. | 444/444/a44/444l444|000]000{000
Férmuta ROSECIM <0.25 4441044/000|/000/000/000|00C0|000
SU (80%) ' 444/440/000/000/000000|000|000
30 se 400(000(000|000|000,000|00Q0C|000
9 1400/000/000|000|000|000C|000|000
Legenda:
(@) 1 a4 :virus presentes, grau de ECP (Efeito Citopatogénico Viral) nos 6 pogos
de placas de microtitulacéo 0 : nenhum virus presente.
- Resultados de virucida do Formaldeido 0,7%
Produto | Substancia | Tempo Dilui¢éo {log)
interferente de @
contacto 1 2 3 4 5 6 7 8
<0.95 4441444\444|1444|000|000/000(000
Controlo : 444444 444(444|000(000/000|000
(Testemunha) 15 444(444(444/444;:000{000|000|00C0
1444(444:444/440/000/000(000(000
PBS <0.25 AA41444)1444(444 000/000[(000|000
Formaldeido : 4441444\444(444,000/000({000{000
(0,7%) 5 4441444 444:004|000(000|000|000
444444 444/400|000(000|0001000
15 444|444)1444/000(000(000[(000|000
44414441444,000/000(000(000|000
Legenda:

(a} 1 a 4 : virus presentes, grau de ECP (Efeito Citopatogéniceo Viral) nos 6 pocos
de placas de microtitulacdo 0 : nenhum virus presente.
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I- Introduction / Introduction

A la demande de la société CIMAI, la Formule ROSECIM SU Premium a été
evaluée pour ses propriétés inactivatrices contre un isolat de Coronavirus Humain SARS-
CoV-2. L'essai a été effectue, sans modification, selon la norme NF EN 14476+A2 :
Antiseptiques et désinfectants chimiques — Essai quantitatf de suspension pour
I'évaluation de [lactivité virucide dans le domaine médical — Méthode d'essai et
prescriptions (Phase 2/ Etape 1) — Juillet 2019.

As requested by the CIMAI Society, the Formula ROSECIM SU Premium was evaluated for its
virucidal inactivating properties against an isolate of Human Coronavirus SARS-CoV-2. The festing was
cartied out, without modification, in accordance with the standard of NF EN 14476+A2: Chemical disinfectants
and antiseptics - Quantitative suspension test for the evaluation of virucidal activity in the medical area - Test
method and requirements (Phase 2/ Step 1) - July 2019.

lI- Identification du produit / Identification of sample

- Nom du produit / Name of the product : FORMULE ROSECIM SU / FORMULA ROSECIM
SU

- Fabricant / Manufacturer : CIMAI
- N° de lot — N° de formule* / Batch N° - Formula N°* :

- Date d’échantillonnage (réalisé sous la responsabilité du client)* / Date of sampling
(carried out under the responsibility of the customer)* :

- Date de réception / Date of receipt : 24/11/2020

~ Aspect du produit / Appearance of the product : Transparent

- Substances actives™ / Active substances* : Ethanol 70% + Hydrogen Peroxide

- pH du produit / pH value of the product : Non Dilué (17,3°C) pH= 5,01 / Undiluted (17.3°C)
pH=5.01 ' '

- Conditions de stockage® / Storage conditions* . Température ambiante, a l'abri de la
lumiere / Room temperature and darkness

- Application® / Use* : Désinfectant / disinfectant

NB : *: Données indiquées sous la seule responsabilité du client / Data indicated only in the
responsibility of the client

lll- Conditions expérimentales / Experimental conditions

- Période d'essai / Period of analysis : du 30/11/20 au 07/12/20 / Through 11/30/20 to 12/07/20

- Température d’essai / Test temperature : 20°C +/- 1°C

- Concentrations en produit testées / Concentrations of the test product : 80%

- Temps de contact / Contact times : 30 secondes / seconds

- Diluant du produit / Diluent of the product : eau distillée / distilled water

- Apparence de la formule et de ses dilutions / Appearance of the formula and its dilutions
Préparation physiqguement homogéne et stable pendant l'essai / Preparation physically
homogeneous and stable during test

- Substances interférentes / Inferfering substances : Solution de sérum albumine bovine
serique (SAB) a la concentration finale dans I'essai de 0,3 g de SAB par litre / Bovine serum
albumin (BSA) at final concentration of 0.3 g of BSA per lifer in test

- Stabilité du mélange (formule et substances interférentes) / Stability of the mixture (formula
and inferfering substance) : homogéne / homogensous.
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- Methode pour stopper l'activité du produit / Procedure to inactivate the product : Filtration
sur gel / Gel filtration

IV- Matériel et Méthodes [ Material and methods

1- Matériel / Material

a) Virus/ Virus

L'isolat de Coronavirus SARS-CoV-2 a été obtenu a partir d'un prélévement
respiratoire du Service de Virologie (Pr Didier Hober) du CHU de (France).

The isolate of Coronavirus SARS-CoV-2 was obtained from a respiratory sample from the Virology
Department (Pr Didier Hober) of the CHU of Lille (France).

Numéro de lot interne / internal fot number : Lot 010720.01FS
- Titre de la suspension d’essai / Viral itle of the assay surpernatant : 3,16 x 107%°
DICTsg/ml / 3.16 x107.0TCIDse/mi
b) Lignée cellulaire / Cell line

La lignee cellulaire Vero E6 (ATCC CRL-1586) a été utilisée pour cultiver le
Coronavirus SARS-CoV-2.

The Vero E6 cell line (ATCC CRL-1586) was used to grow the Coronavirus SARS-CoV-2.
Nombre de passage / passage number : Subculture P14-7

2- Méthodes d'essai / Methods

a)- Titrage viral / Determination of the viral infectivity

Les suspensmns virales traitées ou non traitées par le produit & tester sont diluées
en série de 10™ a 10, dans du milieu MEM modifié Dulbecco (DMEM, Invitrogen, France)
avec 2% de sérum de veau foetal (SVF, Invitrogen, France) glacé. 0,1 ml de chaque
dilution est ensuite transféré dans 6 puits d’'une plaque 96 puits de microtitration contenant
un tapis monocellulaire pré-établi de cellules Vero E6, en commengant par la dilution [a
plus élevée. Aprés une heure d'incubation & 37°C en présence de 5% de CO,, 0,1 ml de
milieu de culture est additionné a chaque puits. La lecture de I'effet cytopathogéne (ECP)
se fait au microscope inversé aprés 5 et 7 jours d'incubation. Le calcul du titre de
l'infectivité virale (logip DICTso/ml) est déterminé par la méthode Spearman-Karber.

The viral suspensions treated or non-freated with the product were dituted from 107 to 10°® in ice-cold
Dulbecco's modified MEM medium (DMEM, Invitrogen, France) containing 2% fetal calf serum (FCS,
Invitrogen, France). 0.1 ml of each dilution was transferred, beginning with the highest dilution, into six wells of
a 96 wells microtitre plate with an established Vero E6 monofayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in
a 5% COz-atmosphere. 1 h after 0.1 mi of culture medium was added fo each well. The cytopathic effect (CPE)
was read by using an inverted microscope after 5 and 7 days in a 5% COz-atmosphere. Calculation of
estimated virus concentration {log1o TCIDso/mi) was carried out by the Spearman-Karber method.

b) Détermination de la concentration subcytotoxique du produit / Determination of the
product cytotoxicity

Les solutions d'essai du produit additionnées de 1/10ém‘" de la substance
interférente et de 1/10°™ d’eau distillée sont diluées de 10" & 10 dans du milieu DMEM
2% SVF glacé. 0,1 ml de chaque dilution est distribué dans 6 puits d’'une plaque 96 puits
de microtitration contenant un tapis monocellulaire pré-établi de cellules Vero E6. Aprés
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une incubation d'une heure & 37°C en présence de 5% de CO,, 0,1 ml de milieu de culture
est ajouté aux puits. L'effet subcytotoxique est apprécié aprés une incubation de 5 jours a
37°C en présence de 5% de CO».

For determination of cylotoxicity of the disinfactant solutions, 8 parts by volume of solutions of
disinfectant mixed with 1 part of interfering substance and 1 part by volume of distilled water, were diluted from
10 to 105 with ice-cold DMEM containing 2% FCS. 0.1 mi of each dilution was transferred, into 6 wells of a 96
wells microtitre plate with an established Vero E6 monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5%
COx-atmosphere. 1 h after 0.1 ml of culture medium was added to each well. The cytotoxic effect was read
after 5 days at 37°C in a 5% COs-atmosphere.

c) Elimination de la cytotoxicité du produit / Elimination of the product cytotoxicity

0,1ml des solutions d'essai du produit additionnées de 1/10°™ de la substance
interférente et de 1/10°™ d'eau distillée sont filtrées sur colonne Microspin $-400 HR (GE
Healthcare). Les filtrats sont ensuite dilués de 10™ a 10° dans du milieu DMEM a 2% de
SVF glacé. 0,1 mi de chaque dilution est distribué dans 6 puits d’une plaque 96 puits de
microtitration contenant un tapis monocellulaire pré-établie de cellules Vero ES. Aprés une
incubation d'une heure a 37°C en présence de 5% de CO», 0,1 ml de milieu de culture est
ajoutée aux puits. L'effet subcytotoxique est apprécié aprés une incubation de 5 jours a
37°C en présence de 5% de CO,.

For efimination of cyfotoxicity of the disinfectant solutions, 0.1 ml of 8 parts by volume of solutions of
disinfectant mixed with 1 part of interfering substance and 1 part by volume of distiled water, were fitrated on
Microspin S-400 HR column (GE Healthcare). Then filtrates were diluted from 101 to 103 with jce-cold DMEM
+ 2% FCS. 0.1 ml of each dilution was fransferred, into 6 wells of a 96 wells microtifre plate with an
established Vero E6 monolayer. Microtitre plates were incubated at 37°C in a 5% COsz-atmosphere. 1 h after
0.7 mi of culture medium was added to each well. The cytotoxic effect was read after 5 days at 37°C in a 5%
CO,-atmosphere.

d) Sensibilité des cellules au virus / Cell sensitivity to the virus

Un titrage comparatif du virus est réalisé sur les cellules Vero E6 traitées ou non
par le desinfectant afin de tester la réduction de sensibilité des cellules au virus en
présence du produit. 0,1 ml de la plus basse dilution apparemment non cytotoxique du
désinfectant ou de PBS est distribué dans 8 x 6 puits d'une plaque 96 puits de
microtitration contenant un tapis monocellulaire pré-établie de cellules Vero ES. Aprés 1 h
a 37°C en présence de 5% de COy, le milieu de culture est éliminé des puits et 0,1 ml de
virus dilués de 107" & 10 dans du milieu de culture a 2% de SVF, est distribué en parallgle
sur les cellules traitées ou non traitées. La lecture de l'effet cytopathogéne (ECP) se fait
apres 5 et 7 jours d’incubation a 37°C en présence de 5% de CO, et le titre viral est
calculé.

A comparative virus titration is performed on Vero E6 cells that have or have not been treated with the
disinfactant to check the reduction of the cells sensitivity fo the virus. 0.1 ml of the lowest apparently non-
cytotoxic dilution of the disinfectant or of PBS are distributed onto 8 x 6 wells of a 96 wells microtitre plate with
an established Vero E6 monolayer. After 1 h at 37°C in a 5% COx-atmosphere, culture medium is removed
from the wefls and 0.1 mi of virus diluted from 10- fo 10 with culture medium + 2% FCS was added on
treated or untreated cells in parallel. The cytopathic effect (CPE) was read after 5 and 7 days at 37°C in a 5%
COp-atmosphere and the virus titer was calctilated.

e) Mesure de l'activité virucide du produit / Determination of the virucidal activity

Les essais de virucidie du produit consistent a mettre en contact 1 volume de
suspension de virus avec 1 volume de substance interférente et 8 volumes de la solution
d’'essai. Apres différents temps de contact & une température de 20°C +/- 1°C, un aliquot
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de melange est préleveé et filtré sur colonne Microspin S-400 HR. La quantité de virus
résiduel dans le filtrat a été évaluée par la technique de titrage sur cellule Vero ES.

L'activité virucide du produit test est mesurée en calculant la chute du titre viral
obtenu aprés traitement par comparaison avec un témoin de titrage obtenu en absence de
desinfectant. Le résultat est exprimé en facteur de réduction (FR).

To test the virucidal activity of the product 1 part by volume of virus was incubated at 20°C +/- 1°C
with 1 part by volume of inferfering substances and 8 parts by volume of the solution of disinfectant. After
different incubation time, an aliquot of mixture was taken and filtered on Microspin S-400 HR column. The
quantity of residual virus in the filfrate was evaluated by titration on Vero E6 cell.

The virucidal activity of the test disinfectant was evaluated by calculating the decrease in titre in
comparison with the control titration without disinfectant. The results are expressed as reduction factor (RF),

f) Contréle de l'efficacité de l'arrét de l'activité du désinfectant / Control of the efficiency
for suppression of the disinfectant activity

Huit Volumes des solutions d'essai du produit sont additionnés a 1 volume de milieu
de culture et 1 volume de substance interférente. iImmédiatement aprés la préparation du
melange, au temps 0, 0,1m! du mélange sont filtrées sur colonne Microspin S-400 HR. Les
filtrats sont ensuite additionnés a 8 volume de milieu de culture et 1 volume de virus et
incubés pendant 30 mln dans un bain de glace fondante. Puis les suspensions virales sont
diluées de 10? a 10® dans du milieu de culture glacé et la quantité de virus résiduel est
évaluee par [a technique de titrage sur cellule Vero E6.

Eight parts by volume of solutions of disinfectant are mixed with 1 part by volume of interfering
substances and 1 part by volume culture medium. Immediately after preparation of the mixture, at time 0,
0.1ml of the mixtures are filtered on Microspin S-400 HR column. Then the fiffrates are mixed with 8 parts by
volume of cufture medium and 1 part by volume of virus and the mixtures are leaved in an ice bath for 30 min.
Then the viral suspensions were diluted from 102 to 108 in ice-cold culture medium and the quantity of
residual virus was evaluated by itration on Vero EB cell,

g) Inactivation du virus au Formaldéhyde & 0,7% (m/v) / Inactivation of the virus with
0.7% (w/v) Formaldehyde

La suspension de virus a été soumise & des essais virucides vis-a-vis du
Formaldehyde a 0,7% (m/v) comme substance de référence pour linactivation virale afin
de contréler 'uniformité du comportement de notre souche virale aux agents chimigues au
cours du temps.

Les essais consistent & mettre en contact 1 volume de suspension de virus avec 4
volumes de solution tamponnée au phosphate (PBS, Invitrogen, France) et 5 volumes de
Formaldehyde a 1,4% (m/v). Aprés des temps de contact de 5 min et 15 min & une
temperature de 20°C +/- 1°C, un aliquote de mélange est prélevé et filtré sur colonne
Microspin S-400 HR. La quantité de virus résiduel dans le filtrat a été évaluée par la
technique de titrage sur cellule Vero E6.

The suspension of virus was subjected fo virucidal tests against 0.7% (w/v) Formaldehyde solution as
refergnce substance for viral inactivation in order to control the uniformity of the behaviour of our virus stock to
the chemical agents during the time.

To test the virucidal activity 1 part by volume of virus was incubated with 4 parts by volume of
phosphate buffered saline (PBS, Invitrogen, France) and 5 parts by volume of 1.4% (w/v) Formaldehyde. After
incubation time of 5 min and 15 min at 20°C +/- 1°C, an aliquot of mixture was taken and filtered on Microspin
S-400 HR column. The quantity of residual virus in the filtrate was evaluated by titration on Vero £6 cell
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V- Résultats / Results

1) Determination de la dilution subcytotoxique de la Formule ROSECIM SU et du filtrat
sur_colonne Microspin / Determination of the subcyfotoxic difution of the Formula ROSECIM SU and
filtrate on Microspin column -

Dilution subcytotoxique / subcyfotoxic dilution
Methode / Method Formule
ROSECIM SU (80%) | Formaldéhyde (0,7%)
/ Formula ! Formaldehyde (0.7%)
ROSECIM SU {80%)
Technique par dilution
! Ditution method 1/10 1100
Filtration sur Microspin
! Microspin fittration 1/10 110

Interprétation / Interpretation
La solution d’'essai du produit n'affecte pas la morphologie et la croissance cellulaires.
The product test solution does not affect cell morphology and growth

2) Evaluation de [a sensibilité des cellules au virus suite au traitement par la Formule
ROSECIM SU ou le Formaldéhyde a 0.7% [/ Evaluation of the cell sensitivity fo the virus after
treatment with the Formula ROSECIM SU or 0.7% Formaldehyde

Log1o DICTs0 (FR) / Loge TCIDss (RF)
Formule
ROSECIM 8SU (80%) | Formaldéhyde (0,7%)
{ Formula / Formaldehyde (0.7%)
ROSECIM SU (80%)
Cellules non traitées
! Non treated cells 716 +/-0.27 7.16 +/-0.27
Cellules traitées 7.33 +/-0.16 7.16 +/- 0.27
! Treated cells (-0.16 +/- 0.65) (0.00 +/- 0.78)

Légende / legend :
FR/RF: Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log)

Interprétation / Interpretation

Si FR < 1 logw. les conditions expérimentales sont applicables lors de I'essai pour les
quantités de produit mises en ceuvre.

If RFF < 1 logy,, the experimental conditions are usable during the test for the quantities of
product used.
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3) Contréle de l'efficacité de l'arrét de lactivité du désinfectant / Control of the efficiency for
suppression of the disinfectant activity

Produit / Product Concentration L/O‘,i 1;?;;;:3 F;;)
Temoin virus / Virus control n.a. 7.16+/- 0.21
Formule ROSECIM SU 80% 7.33 +/-0.26
/ Formula ROSECIM SU (-0.16 +/- 0.68)
Témoin virus / Virus control n.a. 7.33+/-0.16
Formaldéhyde / Formaldehyde 0.7% (_-g’iz :’:_ %167)

Légende / legend :
FR/RF : Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (fog)

Interprétation / Interpretation

Si FR = 0,5 logq, les conditions expérimentales sont applicables lors de I'essai pour les
guantites de produit mises en ceuvre.,

If RF < 0.5 logyo, the experimental conditions are usable during the test for the quantities of
product used.
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4) Evaluation de ['effet virucide de la Formule ROSECIM SU / Evaluation of the virucidal
activity of the Formula ROSECIM SU -

Tableau des résultats de virucidie de la ROSECIM SUen conditions de propreté sur le
Coronavirus SARS-CoV-2 (isolat)
Table on the virucidal activity of the Formula ROSECIM SU in clean conditions on the Coronavirus SARS-

CoV-2 (isolate)
Srodu .S:At;fsjtanote Logso DICTss aprés xx min (FR)| 24 'OQ réduc’Eion
rodui . interférente ' aprés xx min
!/ Logio TCIDs after xx min (RF,
! Product Concentration ! Interfering g (RA ! 24 log reduction
solution <0.25 0.5 affer xx min
Témoin virus
1 Virus control n.a. 5.83 +/- 0.21 5.83 +/- 0.21 n.a.
0,3 g/l SAB

Formule /
ROSECIM SU 0 0.3 o/l BSA 3.16 +/-0.21 1.83 +/- 0.21 ;

/ Eormula 80% ¢ (2.66 +/- 0.59) | (4.00 +/- 0.59) 20.5 min
ROSECIM SU

Légende / legend :

n.a. : non applicable / non applicable

n.t. : non soumis a I'essai / non fested _
FR/RF: Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log)

Interprétation / Interprefation
Taux de réduction minimum sur les virus {activité virucide) : FR = 4 logqo

Minimal reduction rate on virus (virucidal activity): RF = 4 logr

Tableau des résultats de virucidie du Formaldéhyde 0,7% sur le Coronavirus-SARS-CoV-2
(isolat)
Table on the virucidal activity of 0.7% Formaldehyde on the Coronavirus-SARS-CoV-2 (isolate)

Substance Logm DICTs; aprés xx min (FR) 24 log réduction
. , . . s
Produit / Product | Concentration mterfere‘nte [ Logso TCIDso after xx min (RF) apres xx min =4
) ! Interfering fog reduction after xx
solution <0.25 5 15 min
Témain virus '
. n.a. 5.50 +/- 0.00 n.t 5.33 +/- 0.16 n.a.
{ Virus control
PBS 5.50 +/- 0.00 | 4.83 +/- 0.21|4.50 +/- 0.00
Formaldéhyde 0.7% (0.004/- | (0.50 +/- | (0.83 +/- >15 min
! Formaldehyde 0.00) 0.53) 0.33)

Légende / legend :

rn.a. : non applicable / non applicable

n.t. : hon soumis a 'essai / non tested

FR/RF: Facteur de réduction (en log) / Reducing factor (log)
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VI- Avis/Conclusion / Advice/Conclusion

La Formule ROSECIM SU est active (réduction = 4 log du titre viral) a la
concentration de 80% aprés un temps de contact de 30 secondes a 20°C, selon la norme
NF EN 14476+A2 (Juillet 2019), dans des conditions de propreté vis-a-vis d’un isolat de
Coronavirus SARS-CoV-2.

The Formula ROSECIM SU is active (reduction 2 4 log of the viral titer) af the concentration of 80%
after 30 seconds of exposure fime at 20°C, according to the standard NF EN 14476+A2 (July 2019), in clean
conditions against an isofate of Coronavirus SARS-CoV-2,
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Aucun résultat ne sera diffusé sans l'autorisation du client.

l.es réclamations peuvent é&tre transmises par mail a l'adresse : didier.hober@chru-lille.fr
Les modalites de gestion sont disponibles sur demande auprés de la cellule qualité
CelluleQualiteLABO@chru-lille.fr

No results will be published without the client's authorization.

Complaints can be sent by email to the address: didier.hober@chru-lille.fr

Management procedures are available on request from the quality unit
Cellule Qualite LABO@chru-lille.fr
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Annexe 1/ Annex 1 :

Représentation graphique des résultats de virucidie de la Formule ROSECIM SU
en conditions de propreté et du Formaldéhyde & 0,7% vis-a-vis d’un isolat de Coronavirus
SARS-CoV-2

Figure of the virucidal activity of the Formuta ROSECIM SU in clean conditions and 0.7% Formaldehyde
against an isolate of Coronavirus SARS-CoV-2
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Annexe 2/ Annex 2 :

Données brutes relatives aux tests réalisés

Raw data about the assays

- Titre de la suspension d'essai / Viral title of the assay surpernatant :

, Dilution (log) ®
Produit / Product
2 3 4 5 6 7 8 9
Suspension d'essai 44144144144144100,00|00
/egsaisuernafant 44144144744100/44|00|00
P 444444 44440400100

- Détermination de la dilution subcytotoxique de la Formule ROSECIM SU et du filtrat sur
colonne Microspin / Determination of the subcytotoxic difution of the Formula ROSECIM SU and fitrate

on Microspin column

Produit Méthode Dilution (log)
! Product / Method 1 2 3 4 . 5 . g
ROSEl(:J?I(/lmgL? (80%) | Sﬁﬂﬁ?éﬁ:ﬁo&‘c{ awton T Lol oo o |ntlntlnt
ROSECH]. gff(&()%) mfﬁ;ﬁ,?n}ﬁ:amfrosf’i” 00| 0 |nt|nt|nt|nt]|nt
Formaidéhyde (0,7%) Igf?gg'r?#gtﬁfdr dluon T T T T [T |nt|nt|nt
| Formaldehyde (0.7%) Fﬁ;;?;g?o?n?’iﬁ:amfmspm T 1ol olnt!lnelnt!nelnt

Légende / legend :

T : Toxique / Toxic
T* : Toxicité partielle / Partial toxicity
n.t. : non soumis a l'essai / non tested




- Résultats de la sensibilité des cellules au virus suite au traitement par la Formule
ROSECIM SU ou le Formaldéhyde a 0,7% / Cell sensitivity to the virus after treatment with the
Formula ROSECIM SU or 0.7% Formaldehyde

Dilution (log) @
2 (3|4 (5|67 18109
44144144144 (40/40]/00]00

Produit / Product Méthode / Method

Formule Cellules non traitées 44|44)44144)00]00l00!l00
ROSECIM SU (80%) |/ Non treated cells | 1 4 4 44 (44|44 00(00)00
/ Formula Collules traftees | 44 444444 40]00]00[00
ROSECIM SU (80%) |/ Treated cells 44|144144144144100]/00/00

444414444 ,44/00/00(/00

. |44144[44]44120(00[00 00
e | s reios| 34144 |44 44 00 0000 | 00
Formaldéhyde (0,7%) 44|44 44)44|44|00'00]00
/ Formaldehyde (0.7%) 44(44[44(44(00]00,00]00
44444444 04|00|00 /00
44|44 44)44|44/00|00]00

Cellules traitées
/ Treated cells

Legende / legend :
(a) 1a4:virus présents, degré de IECP dans 6 puits de plagues de microtitration
0 . aucun virus présent.

- Résultats de lefficacité de I'arrét de l'activité du désinfectant / Control of the efficiency for
suppression of the disinfectant activity

Dilution (log) @
1123|415 |67 8

— I4,44 44(4444144(00100
T/evmgo‘;;{r‘;f 44|44|44)44)44(00|00(00

4444|4444 44440000
4414444 44]44[44(40(00
44|44 4444 44400000
444444144441 40(00 00
Témoin virus a4 adla4l4alaslon onlo0
/ Virus control 44|44(44|44(44)44]00]|00
44 44144144144]44(00100
444444 (4444440000
44 441444414444 40]|00

Produit / Product

Formule ROSECIM SU (80%)
! Formula ROSECIM SU (80%)

Formaldéhyde (0,7%)
! Formaldehyde (0.7%)

Légende / legend :
(a) 1 a4 :virus présents, degré de 'ECP dans 6 puits de plagues de microtitration
0 : aucun virus présent.




~ Resultats de virucidie de la Formule ROSECIM SU / Virucidal activity of the Formula

ROSECIM SU
Substance |Temps de Dilution (Iog)(a)
. interférente | contact
Produit/ Product ! Interfering | / Contact
sofution times 1 213,456 78
<0.95 4441444444/444(004/000/000/000
Témoin virus ] 444/444/444|(444/400,000(000(000
! Virus control 444(444|1444/444/044/000/000[{000
03G/NSAB | 30sec |4 41444 444/444/444000[000]000
Formuie ROSECIM / <0.95 4441044|000(000/000/000/000/000
SU (80%) 0.3 91854 “% 1444/440[000/000{000/000/000]000
/ Formula ROSECIM 30 sec 400/000/000{000{000|/000/000|000
SU (80%) 400|000|000j000|00O0|0O0OO|000|000O
Légende /legend :
(a) 1Ta4:virus présents, degré de 'ECP dans 6 puits de plagues de microtitration
0 : aucun virus présent.
- Resultats de virucidie du Formaldéhyde 0,7% / Virucidal activity of 0.7% Formaldehyde
Substance Temps de o (a)
Produit interférente | contact Dilution (log)
! Product ! Interfering | / Contact
solution times 1 2 314,567/ 8
<0.95 444 444(444/444|1000(000[{000({000
Témoin virus ] 4441444(4441444/000/000[/000(|000
[ Virus control 15 444/444/444 444|000,000({000({000
4441444{444[440[000|000|000|000
PBS <0.95 444 444/444/444|/000/000,000/000
Formaldéhyde ] 4441444/444|444/000(000|000/000
(0,7%) 5 4441444/444/004|000/000[/000(000
!/ Formaldehyde 4441444/444/400{000[(000{000[000
(0.7%) 15 444444/444|000(000{000/000([000
4441444/444|000/000[/000(|000{000

Légende / legend :

(a) 1a4:virus présents, degré de I'ECP dans 6 puits de plaques de microtitration
0 : aucun virus présent. .




