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Résumé 

La transmission par l’intermédiaire de surfaces et objets contaminés (dits «fomites») du 
virus responsable du syndrome respiratoire aigu sévère 2 (SARS-CoV-2), à l’origine de la 
pandémie de Covid-19, est à ce jour soupçonnée. Pour limiter la transmission par cette 
voie, il est important de disposer de moyens de décontamination zonale (laboratoires, salles 
de soins …) et surfacique (paillasses de laboratoire, instruments de laboratoire ...). C’est 
dans ce contexte que l’activité virucide de différentes solutions biocides a été évaluée sur 
des particules virales infectieuses de SARS-CoV-2 déposées sur des surfaces en inox, en 
présence de substances interférentes, caractérisant des conditions de « saleté » définies par 
la norme NF 14 675.
L’ensemble des essais réalisés a permis de montrer une activité virucide de différentes 
solutions sur le SARS-CoV-2 : Anioxy-Spray™, Surfa’Safe™, Septalkan™, hypochlorite de 
sodium (Eau de Javel) à 1 % de chlore actif (10 000 ppm), vinaigre ménager à 14° en acidité, 
Bactipal™ à une concentration de 2 % finale et alcool éthylique dénaturé à 62,5 % (alcool 
ménager). Les essais ont montré que cette activité virucide dépendait de la concentration 
en principe actif, du temps de contact mais également du degré de « saleté1  » de la surface 
à décontaminer. 

1 Le terme « niveau de saleté » est utilisé dans le texte de la norme NF EN 14 675 et correspond à des concentrations différentes de substances 
interférentes, la BSA et l’extrait de levure.
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Le virus responsable du syndrome 
respiratoire aigu sévère 2 (SARS-CoV-2) 
est un Betacoronavirus de la famille des 
Coronaviridae. Il est responsable de la 
maladie appelée Covid-19. Les premiers cas 
d’infection au SARS-CoV-2 ont été rapportés 
en décembre 2019, dans la province de 
Wuhan en Chine. Depuis, le virus s’est 

propagé sur tous les continents, provoquant 
une pandémie. Comme la majorité des virus 
respiratoires, le SARS-CoV-2 se transmet 
principalement par voie aérienne, sous 
forme de gouttelettes. Ces gouttelettes 
se déposent sur des surfaces et vecteurs 
inertes (« fomites »). Le virus peut ensuite 
être transmis par contact avec ces surfaces 
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(OMS 2020). Il est donc crucial dans la lutte 
contre la propagation du virus de disposer 
de moyens de décontamination surfacique. 
Ce travail s’inscrit dans cet objectif 
d’évaluer l’efficacité virucide sur le SARS-
CoV-2 de différents biocides appliqués à la 
décontamination de surface.

Les laboratoires et hôpitaux utilisent le 
plus souvent des solutions commerciales, 
telles que l’Anioxy-Spray™, le Surfa’Safe™ 
(Laboratoires ANIOS) et le Septalkan™ 
(Alkapharm), pour la décontamination des 
objets et plans de travail selon une action 
volontaire, sous la forme d’une pulvérisation 
dirigée sur les surfaces à traiter. Toutes 
ces solutions sont indiquées comme étant 
efficaces sur les virus (Laboratoire ANIOS, 
n.d.; Laboratoires ANIOS, n.d.; Alkapharm, 
n.d.), selon les normes EN 14 476, EN 13 610 
et EN 14 675.

D’autres produits chimiques plus communs, 
que nous pourrions appeler «grand public», 
peuvent aussi présenter des propriétés 
biocides. Citons par exemple l’éthanol 
(principal principe actif du gel hydro-
alcoolique), efficace en milieu liquide sur 
les coronavirus SARS-CoV-1 (responsable de 
l’épidémie de 2003), MERS-CoV (coronavirus 
du syndrome respiratoire du Moyen-Orient) 
et SARS-CoV-2 (Kratzel et al. 2020 ; Kariwa et 
al. 2004), l’Eau de Javel, à une concentration 
minimale de 500 ppm en chlore (Lai et al. 
2005) ou bien encore le vinaigre d’alcool, à 
une concentration de 6 % en acidité (Rabenau 
et al. 2005) efficaces en phase liquide sur le 
SARS-CoV-1. Enfin, des biocides utilisés dans 
des secteurs non médicaux ou de laboratoire 
peuvent aussi être utiles dans la lutte contre 
le SARS-CoV-2. Il s’agit par exemple du 
Bactipal ELV™; une solution à base d’acide 
peracétique (5 %), de peroxyde d’hydrogène 
et d’acide acétique utilisée en horticulture 
(homologuée par le Ministère de l’Agriculture 
et de l’Alimentation). Il présente une activité 
virucide à une concentration finale de 2 % 
(JohnsonDiversey, n.d.). 

L’objectif du travail présenté ici n’est 
pas d’aboutir à une normalisation de 
ces produits biocides. Il s’agit pour nous 
de vérifier leur activité, déjà éprouvée 
contre d’autres micro-organismes, sur des 
dépôts de SARS-CoV-2 en suspension dans 
une matrice comportant deux niveaux 
d’interférents, décrits par la norme NF 
EN 14 675, représentatives de conditions 
réelles de travail ou de circonstances de la 
vie quotidienne (salissures ménagères par 
exemple). 

Toutes les études avec du virus vivant ont 
été réalisées dans un laboratoire de niveau 
de sécurité biologique 3 (NSB3) selon les 
recommandations de la SFM (SFM avril 2020). 
Le matériel et méthode détaillé est présenté 
en annexe de ce texte. Brièvement, 10 µL 
d’une suspension virale à 2x106 pfu/mL, soit 
2x104 pfu, ont été déposés sur des cupules 
stériles en inox de 9 mm de diamètre. Cette 
concentration est une condition majorante 
par rapport à des niveaux de contamination 
observés dans des prélèvements humains 
et des prélèvements de surface en milieu 
hospitalier (Wölfel et al. 2020, Ong et al. 2020). 
Les dépôts ont été séchés à température 
ambiante pendant 40 minutes. Cette étape 
de séchage engendre une chute de titre 
viral de 1,2 ± 0,6 log10 . A l’issue du séchage, 
une solution biocide a été appliquée sur la 
surface de la cupule. 
 
Le tableau 1 récapitule les résultats de 
ces évaluations. La réduction du titre viral 
est calculée par rapport à la moyenne des 
titres viraux des contrôles non traités par 
le biocide, correspondant à un dépôt de 10 
µL de suspension virale séché pendant 40 
minutes en même temps que les dépôts 
des cupules traitées. Les cupules témoin ne 
reçoivent pas de biocide mais subissent le 
même temps de séchage que les cupules 
essais. Les conditions pour lesquelles 
aucune particule virale n’a pu être mise en 
évidence après traitement figurent dans les 
cases grisées.
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Biocide Concentration

Temps de contact et efficacité virucide 

Absence de 
substance 

interférente

Faible niveau 
d’interférence

Niveau 
d’interférence 

élevé

Anioxy-SprayTM

Solutions 
commerciales 

prêtes à 
l'emploi

20 minutes 
> 1,2 Log10**

N.T. N.T.

Surfa’SafeTM 5 minutes 
> 1,2 Log10**

N.T. N.T.

SeptalkanTM 5 minutes 
> 2,2 Log10*

N.T. N.T.

Eau de Javel

0,5 %  
(5 000 ppm) N.T. 5 minutes 

> 3,2 Log10

5 minutes 
3 Log10

1 %  
(10 000 ppm) N.T. 1 minute 

1,7 Log10

5 minutes 
> 2,2 Log10*

Vinaigre 
d’alcool

8% N.T. 5 minutes
2,1Log10

5 minutes
2,2Log10

14° N.T. 5 minutes 
> 3,2 Log10

60 minutes 
> 3,2 Log10

Alcool ménager 62,5 % N.T. 5 minutes 
> 3,2 Log10

60 minutes 
> 3,2 Log10

BactipalTM 2 % N.T. 5 minutes 
> 3,2 Log10

60 minutes 
> 3,2 Log10

Tableau 1 : Synthèse des résultats des évaluations de l’efficacité virucide de diverses solutions biocides. Pour 
chaque biocide, les temps de contact testés sont indiqués. La réduction du titre viral en log10 est exprimée par 
rapport à la moyenne des titres viraux des contrôles non traités par le biocide, correspondant à un dépôt de 
10 µL de suspension virale séché pendant 40 minutes. Les cupules témoin ne reçoivent pas de biocide mais 
subissent le même temps de séchage que les cupules essais.
N.T. = non testé. 
* : Le biocide est cytotoxique à une dilution de 1/10. La limite de calcul du titre viral est donc de 10 pfu/mL. 
** : Le biocide est cytotoxique à des dilutions de 1/10 et 1/100. La limite de calcul du titre viral est donc de  
100 pfu/mL.

L’ensemble des essais réalisés a permis de 
montrer que l’activité virucide des produits 
biocides testés, couplée à la décroissance 
naturelle du titre viral pendant le séchage 
du dépôt, permet d’éliminer l’ensemble des 
particules virales déposées sur les surfaces 
en inox.  

Ces essais ont mis en évidence des 
différences d’efficacité virucide à l’encontre 

du SARS-CoV-2 pour certaines solutions, 
déjà démontrées efficaces sur le SARS-
CoV-1. Ainsi, les essais menés sur l’Eau 
de Javel et le vinaigre d’alcool ont montré 
que les concentrations suffisantes pour 
inactiver le SARS-CoV-1 (Rabenau et al. 
2005; Lai, Cheng, and Lim 2005) ne suffisent 
pas à inactiver le SARS-CoV-2. D’autre 
part, les temps de contact décrits dans les 
publications (Kariwa, Fujii, and Takashima 
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2004; Kratzel et al. 2020; Rabenau et al. 
2005; Lai, Cheng, and Lim 2005) doivent 
être prolongés pour permettre l’élimination 
totale des particules virales de SARS-CoV-2, 
en particulier pour des situations où la 
concentration en substances interférentes 
est élevée. Ces différences pourraient 
s’expliquer par la différence de virus. En 
effet, les temps de demi-vie du SARS-CoV-2 
et du SARS-CoV-1 sur une même surface 
diffèrent, ce qui suggère des propriétés 
physico-chimiques différentes entre les 
deux virus (van Doremalen et al. 2020). 

Il a été montré auparavant que l’étude 
en phase liquide d’une solution de 
décontamination de surface pouvait 
entraîner une surestimation de l’effet 
biocide (Grand et al. 2011). Ainsi, il est donc 
possible que les différences d’effet virucide 
observées entre les études en phase liquide 
sur le SARS-CoV-1 et notre étude proviennent 
du fait que cette évaluation est effectuée 
directement sur des surfaces.

Les essais menés montrent également un 
effet de la matrice sur l’activité virucide. En 
effet, plus il y a de matière organique, moins 
le biocide est efficace, démontrant ainsi un 
effet protecteur de la matrice organique 
sur le virus. Cet effet a déjà été rapporté 
dans la littérature (Kampf et al. 2002). Il est 
donc important de bien prendre en compte 
le niveau de «saleté» avant de procéder 
à la décontamination des surfaces. Les 
protocoles de décontamination préconisés 
impliquent en général un prélavage des 
surfaces à l’aide d’un détergent puis 
l’application du produit biocide (Haut Conseil 
de la santé publique 2020). Le prélavage 
peut déjà permettre d’éliminer une partie 
des matrices organiques et d’inactiver 
certaines particules virales présentes sur 
la surface. De plus, l’action physique de 
frottement n’est pas prise en compte dans 
nos essais. Ainsi, il est tout à fait possible 
que nos essais sous-estiment la quantité 
de particules virales réellement éliminées 
de la surface en situation opérationnelle de 
décontamination.
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Annexe – Matériels et Méthodes

Virus
La souche de virus SARS-CoV-2 utilisée a été 
fournie par le Centre National de Référence 
des Virus Respiratoires de l’Institut Pasteur 
de Paris, dirigé par le Dr. Sylvie Van der Werf. 
Le virus a été produit sur cellules Vero E6, 
dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM) additionné de 2 % de 
sérum de veau fœtal (SVF) et d’antibiotiques 
et antimycotiques (ATB). 

Evaluation de l’effet virucide des solutions 
commerciales Anioxy-Spray, Surfa’Safe et 
Septalkan 

Dix microlitres de suspension virale à 2,2.106 

pfu/mL ont été déposés sur des cupules 
stériles en inox d’un diamètre d’environ 
9 mm (Mesa Labs). Après 40 minutes de 
séchage à température ambiante, 10 µL 
de biocide ont été déposés. Un temps de 
contact de 5 minutes a été opéré pour le 
Surfa’Safe et le Septalkan, et un temps de 
contact de 20 minutes pour l’Anioxy-Spray, 
selon les préconisations des fabricants. Pour 
chaque biocide évalué, trois cupules avec 
virus ont été traitées, une cupule avec virus 
constituait un témoin positif, et une cupule 
sans virus traitée aux biocides constituait le 
témoin de cytotoxicité du biocide (Fig 1).

Figure 1 : Schéma des essais menés sur l’évaluation des biocides pour la décontamination surfacique

A l’issue du temps de contact, les 
cupules sont transférées dans des tubes 
Falcon contenant 2 mL de milieu DMEM 
supplémenté de 2 % de SVF et 1X d’ATB. Les 
tubes sont transférés dans de la glace pour 
arrêter l’activité du biocide. Les suspensions 
sont titrées par la méthode de dilutions-
limite. Les effets cytotoxiques induits par 
le biocide et les effets cytopathiques (ECP) 

induits par le virus sur les cellules Vero E6 
ne sont pas différentiables en microscopie. 
Ainsi, seules les dilutions pour lesquelles 
aucun effet cytotoxique n’a été observée 
pour le témoin de cytotoxicité du biocide 
(« témoin biocide » sur la figure 1) ont été 
considérées dans le calcul du titre viral 
(Fig 2). Le titre viral a été calculé selon la 
méthode de calcul de Reed and Müench.
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Evaluation de l’effet virucide de l’eau de Javel, du 
vinaigre, de l’éthanol et du Bactipal
 
Cinquante microlitres de suspension virale 
à 2,2x106 pfu/mL ont été mélangés à 50µL 
de tampon PBS supplémenté de 0,6 % 
d’albumine de sérum bovin (BSA) pour les 
essais à faible niveau de saleté, ou 50 µL 
de PBS supplémenté de 1 % de BSA et 1 % 
d’extrait de levure pour les essais à fort 
niveau de saleté. Dix µL du mélange ont été 
déposés sur des cupules en inox. Les dépôts 
ont été séchés pendant 40 minutes, puis 
les cupules ont été traitées avec 20 µL de 
biocide. Les biocides testés sont :
•	 l’eau de Javel à 0,5 % de chlore actif, 
•	 l’eau de Javel à 1 % de chlore actif,
•	 le Bactipal à 0,25 %, 
•	 le Bactipal à 2 %, 
•	 le vinaigre d’alcool à 8 % d’acidité, 
•	 le vinaigre d’alcool à 14°,
•	 l’alcool ménager à 62,5 %.

Des temps de contact de 1 minute, 5 minutes 
et 60 minutes ont été opérés, conformément 

aux préconisations de la norme NF EN 14675, 
pour des essais à température ambiante 
(20°C). Trois cupules avec virus ont été 
traitées. Une cupule avec virus constituait 
un témoin positif, et une cupule sans virus 
traitée aux biocides constituait le témoin de 
cytotoxicité du biocide (Fig 1).

A l’issue du temps de contact, les 
cupules sont transférées dans des tubes 
Falcon contenant 2mL de milieu DMEM 
supplémenté de 2 % de SVF et 1X d’ATB. Les 
tubes sont transférés dans de la glace pour 
arrêter l’activité du biocide. Les suspensions 
sont titrées par la méthode de dilutions-
limite. Les effets cytotoxiques induits par le 
biocide et les ECP induits par le virus sur les 
cellules Vero E6 ne sont pas différentiables 
en microscopie. Ainsi, seules les dilutions 
pour lesquelles aucun effet cytotoxique n’a 
été observé pour le témoin de cytotoxicité 
du biocide ont donc été considérées dans le 
calcul du titre viral (Fig 2). Le titre viral a été 
calculé selon la méthode de calcul de Reed 
and Muench.

Figure 2 : Schéma de prise en compte des puits pour lesquels un effet cytopathogène est observé dans le 
calcul du titre viral




