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Referente: Ensaios com Virus no Equipamento ForestAir

Vimos por meio desta enviar o relatoério do ensaio virucida realizada neste laboratorio.

1. Produto:

Equipamento ForestAir

lons positivos e negativos (lonizagdo H+ e O-)

A tecnologia de ionizagdo bipolar quebra a estrutura das proteinas dos microrganismos e as
torna inofensivas.

Data chegada ao laboratério: 22/04/2021
Data Resultado: 22/05/2021

2. Virus testado: Coronavirus cepa MHV-3 género Betacoronavirus (mesmo género e familia
das espécies SARS-CoV-1, SARS-CoV-2, MERS e outros).

Virus Linhagens Celulares

Coronavirus MHV-03 Célula: L929 NCTC clone 929 L cell, (ATCC® CCL-1™)

3. Procedimento experimental:

a) Os ensaios foram realizados em laboratério NB-2 (Biosafety Level 2) seguindo as
Recomendagdes da ANVISA Art. 1 e Art. 3da IN 04/13 e IN 12/16 (obedecendo as Boas
Praticas de Laboratério-BPL), metodologias descritas nas normas (EN14476:2019, ASTM
E1053 - 11 e do Instituto Robert Koch — RKI).

O meio de cultura para virus e linhagens celulares foi utilizado o Meio Essencial Minimo
de Dulbecco (DMEM) contendo 2% a 10% de soro fetal bovino.

b) A titulacdo do Coronavirus (Cepa MHV-3) foi realizado de acordo com o método DICCso
(Doses Infectantes de Cultivos Células 50%). Diluicdes sequenciais do virus na base 10
foram realizadas em 06 repeticées, em microplacas 96 orificios estéreis. A seguir foram
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adicionadas as células L929 com uma concentragdo de 2 x 10° células/orificio. Apds 48 hs
verifica-se o efeito citopatico (ECP) da infeccdo viral, em comparagdo com controle celular
e controle viral.

Na entrada do ar do equipamento ForestAir foi adicionado um nebulizador contendo
Coronavirus-MHV-3 (100 DICC/mL). O equipamento ficou ligado por diferentes tempos
para “aspirar” o virus.

Na saida do ar foram acopladas Placas de Petri com Filtros Estéreis umedecidos com
meio de cultura sem virus.

As amostras de filtros em placa de Petri foram obtidas em diferentes tempos pré-
determinados: 10 e 20 minutos. Apds cada tempo as placas foram recolhidas, lacradas e
congeladas a -80°C até o momento do uso.

Ap0s os diferentes tempos de acao os filtros foram retirados e testados:

e.l) para a “Determinac¢do da Concentragdao Maxima nado téxica (CMNT)” na célula
testada, para determinar a concentragdao que ndo causa toxicidade para a célula. Pois a
acdo do plasma deve ser ativa somente e contra o virus e ndo as células.

e.2) As placas foram submetidas a avaliagdo quanto a inibicdo ou ndo do virus, a saber:
Cada suspensdo (Virus + Diferentes amostras e diferentes tempos de contato) foi
pipetada 100 uL em microplacas, homogeneizadas e diluidas.

e Em seguida 100 pL da célula (L929) foram pipetadas sobre a suspensdo e incubadas a
37°C em Estufa com 5% de CO; durante 48 horas (ver item b).

Apds 48 horas de incubacdo as placas foram lidas através de Microscépio Otico Invertido
na busca do Efeito Citopatico caracteristico do virus (verifica-se a falta ou ndo do efeito
citopatico (ECP) da infecgdo viral) e os titulos foram calculados com base no método de
Reed and Muench, 1938.

Os resultados sdo expressos em percentual inativacdo viral (Tabela 1) em comparag¢ao com o
controle viral (titulo do virus) nao tratado.

Resumo:

Controle Positivo: filtros estéreis com DMEM que recebeu ar com Virus no Equipamento
“ForestAir” (diferentes tempos) + Cultivo de Células;

Controle Negativo: controle de células, apenas sistema celular, sem a presenca de virus
e sem a presenca equipamento;

Controle do virus: titulacdo Coronavirus (10* a 10%°) e cultivo celular.

Tabela 1 - Os resultados sao expressos em percentual de inativagao viral em

comparacdo com o controle viral ndo tratado:

Log de Redugao Fator de Redugdo Percentual de Inativagdo/Redugio
1 10 90%
2 100 99%
3 1000 99,9%
4 10.000 99,99%
5 100.000 99,999%
6 1.000,000 99,9999%

https://microchemlab.com/information/log-and-percent-reductions-microbiology-and-antimicrobial-testing
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4. Resultados:

4.1) Titulo Coronavirus (MHV): 1078,00 DICT50/mL e a redugdo da infectividade viral foi
2 log 5 (virucida).

Tabela 2. A¢do da “ForestAir” em relagdo ao Coronavirus, em diferentes
tempos de contato e o teste de citotoxicidade.

Equipamento Tempos de Coronavirus Teste in vitro
contato Resultados em percentual Citotoxicidade
de inativagao e Linhagem Celular
Atividade (tabela 1) L929
10 minutos 99,999% de atividade
ForestAir antiviral (virucida) NAO TOXICO
20 minutos 99,999% de atividade

antiviral (virucida)

5. Conclusdes:

e Considerando que houve inativagdo de até 99,999% (log > 5) da contaminagao viral é
possivel concluir que o equipamento ForestAir foi eficaz na destruicdo de particulas
virais.

e Portanto, o equipamento ForestAir é recomendado para uso virucida no combate ao
grupo Coronavirus, e assim como, auxilia na eliminacdo de SARS-COV-2 no
ar/ambiente.

e O produto do ForestAir em contato com as células L929 (sem virus), ndo foi toxico.

Profa Dra Clarice Weis Arns (ID Lattes: 8635038112182716)
(Responsavel pelo Laudo)
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