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Vimos por meio desta enviar o relatério do ensaio eficacia a virus realizado neste laboratdrio.

1. Introdugdo:

O presente estudo foi conduzido utilizando a metodologia descrita em "BS EN 14476:2013+A2:2019
Incorporating corrigendum August 2019: 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) e “ASTM E1053 — 11: Standard Practice to Assess Virucidal Activity of Chemicals Intended for

Disinfection of Inanimate, Nonporous Environmental Surfaces” com adaptacGes necessarias.

1.1. Objetivo
O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade virucida do “Purificador de Ar Compac UV-C ” em
diferentes tempos de acdo frente aos virus Coronavirus cepa MHV-3 (virus mais sensivel) e Calicivirus

Felino FCV (Virus Resistente)

1.2. Instalagdo de Teste e Periodo de Conduc¢do do Estudo:

Os ensaios foram realizados em laboratdrio de Virologia, NB-2 (Biosafety Level 2), Departamento de
Genética, Evolugdo, Microbiologia e Imunologia Instituto de Biologia/UNICAMP, Campinas- SP- Brasil.
Seguindo as Recomendacdes da ANVISA Art. 1 e Art. 3 da IN 04/13 e IN 12/16 e metodologias
descritas nas normas (BS EN 14476:2013+A2:2019 e ASTM E1053 — 11).

As datas abaixo representam o periodo em que o estudo foi conduzido.


mailto:arns@unicamp.br
mailto:l.lincoln@labgraph.org
https://www.kentherm.com.br/

= Clarice Weis Arns (PhD, Professor)
g"é. Laboratério de virologia \‘/G
v‘-}' Instituto de Biologia/Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP 7[ /)}7 IB
UNICAMB CEP:13083-862 Campinas- SP- Brasil . Al Bloloula
FONE: (19) 3521-6258 Email: arns@unicamp.br
Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, 15 de setembro de 2023
Data chegada ao laboratério: 02/08/2023
Inicio do Estudo 02/08/2023
Término do Estudo 10/09/2023
Emissdo de laudo 15/08/2023

1.3. Pessoal envolvido no Estudo:

Coordenadora do Estudo Clarice Weis Arns
Pessoal Técnico Amanda B. Garcia, Ana Paula Moraes, Junko
Tsukamoto

2. Materiais e Métodos

Equipamento analisado: Purificador de Ar Compac UV-C

Marca: KENTHERM TECHNOLOGIES

Caracteristicas:

O Purificador de Ar Compac UV-C com duas lampadas Ultravioleta Germicidas de 55 W e Ventilador
Tangencial de Alta Pressdo, sendo o Unico em sua classe no Mercado.

Contém lampada ultravioleta germicida de 55 W, com faixa de irradiacdo de 240 a 280 nm (pico em
254 nm), sistema de labirintos que aumenta o percurso sequencial do ar em regime turbulento orbital
em volta das lampadas, elevando o tempo de exposicdo, e nas anteparas, onde particulas e aerossol
se chocam e aderem aumentando seu tempo de exposicao a radiacdo ultravioleta.

Dose de UV-C: 184.000 pW/s/cm? por 3,1 s mais o abatimento nas anteparas.
Ventilador Axial de Alta Press3o Base: 210 m¥h
Exaustor AXIAL: 210 m%h



mailto:arns@unicamp.br

“',' Clarice Weis Arns (PhD, Professor)

& é. Laboratério de virologia \‘

v.}' Instituto de Biologia/Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP 7‘ IB
UNICAMP CEP:13083-862 Campinas- SP- Brasil institrto de Riologls

FONE: (19) 3521-6258 Email: arns@unicamp.br

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, 15 de setembro de 2023

Figura 1: Equipamento para desinfec¢do de ar: 1. lampada UV; 2. Saida de ar (local da coleta de
amostras por tempo determinado); 3. Entrada de ar (onde o nebulizador foi posicionado)

3. Condi¢Oes experimentais

Temperatura do ensaio 25°C+/-1°C
Especificagdao do produto Purificador de Ar Compac UV-C
Controle de citotoxicidade Teste in vitro na linhagem celular para a “Determinacdo da

Dose Mdaxima Nao Téxica (DMTD)”, para definir a
concentracdo que ndo causa toxicidade as células.

Controle de neutralizagao DMEM + 5% soro fetal bovino a 4 °C

Meio Cultivo Células DMEM (Dulbecco modification of Minimum Essential
Media)

Controle virucida Formaldeido a 0,7%.

Temperatura de incubagao 37 °C + 5% de atmosfera de CO2.

Tempo de incubagao 48h apds periodo de adsorgao do virus a célula permissiva.

Controle de interferéncia 3 g/L albumina bovina + 1ml/L soro fetal bovino em agua

estéril desmineralizada

3.1. Virus e Célula Utilizadas:

Virus testados:

e Coronavirus cepa MHV-3 da familia Coronaviridae e género Betacoronavirus (mesmo
género e familia SARS-CoV-2/COVID-19 - MENOS RESISTENTES A DESINFECCAO)
e Feline calicivirus (FCV) Familia Caliciviridae e género Vesivirus (mesma familia dos Norwalk

virus/humano e Norovirus/murino - MUITO RESISTENTES A DESINFECCAO)

Virus e procedéncia* Linhagem Celular*

Coronavirus MHV-3 L-929: NCTC clone 929 [L cell, L-929,
GenBank (MW620427), Garcia, et al, 2021. derivative of Strain L] ATCC® CCL-1™

Calicivirus Felino — FCV** CRFK: Crandell (ATCC® CCL-94™)

*Acervo do Laboratdrio de Virologia, Instituto de Biologia — IB-Unicamp
** Virus muito resistente a desinfeccao.

3.2. Multiplicagao viral
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As células foram cultivadas em garrafas de cultivo celular de 25 cm? utilizando uma concentracdo
inicial de 3x10° células/mL em Meio Essencial Minimo de Dulbecco (DMEM) Gibco® livre de
antibidticos e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Para a propagagado viral, as amostras
foram inoculadas nas garrafas de cultivo celular e quando a monocamada apresentou 70% de efeito
citopatogénico (CPE) procedeu-se a raspagem da monocamada e agitacao vigorosa até a dissolugdo
dos grumos celulares.

Estoques de virus MHV-3 e FCV portando, respectivamente, 107° e 108 doses infectantes para 50%

dos cultivos celulares (DICTso) por 100uL foram estocadas a -80°C para uso posterior.

3.3. Titulagao viral

Amostra de Coronavirus MHV-3 e Calicivirus (FCV) foram diluidas em DMEM, tituladas na base 10
(10 a 10%°) e inoculadas em quadruplicata em microplacas 96 orificios contendo a respectiva
linhagem celular permissiva em concentracdo equivalente a 3x10° células por ml (volume de 100
uL/orificio). As placas foram incubadas em estufa a 372C com 5% de CO; por até 48h. A leitura das
placas foi feita em busca do efeito citopatico (ECP) caracteristico para cada virus as respectivas células
(MHV-3 em células L929 e FCV em células CRFK). O titulo viral foi definido em doses infectantes para
50% dos cultivos celulares (DICT50) e foi calculado pelo método de Spearman & Kaerber (Muthannan
Andavar Ramakrishnan, 2016).

Férmula Spearman & Kaerber:

log10 50% end point dilution = - (xo - d/2 + d 3 ri/ni)

Xo = log1o of the reciprocal of the highest dilution (lowest concentration) at which all cells/CPE*
are positive;

d =1og10 of the dilution factor;

ni = number of cell used in each individual dilution (after discounting accidental deaths);

ri = number of positive CPE/cell (out of n;).

* CPE: Cytopathic effect (ECP: Efeito citopatico provocado pelo virus nas células)

3.4. Determinagdo da concentracdo maxima nao téxica (CMNT)

Os elementos que compde o sistema de desinfecdo do equipamento (UV-C) devem ser ativos
somente contra o virus e ndo as células. Em caso de toxicidade da amostra exposta a desinfeccdo,
determina-se a concentragdo ideal dela para realizagdo da atividade antiviral/virucida, ou seja, a

diluicdo ideal para realizar o ensaio.
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3.5. Calculo e verificagdo da atividade virucida

A atividade virucida do produto de teste é avaliada calculando a diminui¢do do titulo em comparagao
com a titulagdo de controle sem o produto. A diferenca é dada como fator de reducao

(FR). Onde: FR= TV-TT (TV: Titulo de virus do controle/ndo tratado e TT: Titulo de virus do teste
tratado).

De acordo com a EN 144476: 2019, uma solugdo antisséptica em uma concentragdo particular tem
eficacia de inativacao de virus no titulo é reduzida em pelo menos quatro logio dentro do periodo de

exposi¢cdo recomendado. Isso corresponde a uma inativagao de > 99,99%.

3.6.  Ensaio virucida:
a) Preparo das células: Para os estudos virucidas foram distribuidas 100uL de célula L929 e
CRFK nas microplacas de 96 orificios com uma concentracdo de 3x10° células/mL
células/orificio diluida em meio de cultura (DMEM) com 10% de Soro Fetal Bovino. As
microplacas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO; por 24 hs para que ocorra

aderéncia das células as placas.

b) O equipamento Purificador de Ar Compac UV-C foi testado em um ambiente fechado. O
virus disperso em meio de cultura foi nebulizado na entrada de ar do equipamento e
placas de Petri contendo papel filtro embebido em meio de cultura foram posicionadas
na saida de ar do equipamento por diferentes tempos pré-determinados: 1, 10 e 30
minutos, visando coletar particulas virais que possam ter passado pelo sistema de
desinfeccdo. Ao final de cada tempo, as placas foram recolhidas, lacradas e congeladas a

-80°C até o momento de inoculacdo nas células.

c) As amostras foram testadas seguindo a metodologia recomendada:
c.1) para a “Determinacdo da Concentragcdo Maxima ndo téxica (CMNT)” na célula testada,

para determinar a concentracao que nao causa toxicidade para a célula, pois os diferentes
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elementos que compde o sistema de desinfecdo do equipamento devem ser ativos
somente contra o virus e nao as células.

c.2) As placas expostas na saida de ar do equipamento foram submetidas a avaliagao
guanto a inibicdo ou ndo do virus. Amostras residuais contidas na placa e no papel filtro
foram recuperadas por diluicdo em DMEM e pipetagem (100 uL), diluidas em série,
homogeneizadas e transferidas para placas de células, que em seguida foram incubadas a

37°C em estufa com 5% de CO; durante 48 horas.

d) Apds transcorridos o periodo de incubacdo, as microplacas foram lidas através do
Microscépio Otico Invertido na busca do Efeito Citopatico (ECP) caracteristico do virus
(verifica-se a presenca ou ndo do efeito citopatico da infeccdo viral) e os titulos foram
calculados com base no método de Spearman & Kaerber (3.3).

Por fim, os resultados sdo expressos em percentual inativacdo viral (Tabela 1) em comparacao

com o controle viral (titulo do virus) ndo tratado.

Resumo:

Controle Positivo: filtros estéreis com DMEM apds exposicdao a ar nebulizado com virus +

Cultivo de Células;

Controle Negativo: controle de células (apenas o sistema celular, sem a presenca de virus).

Controle do virus: titulacdo Coronavirus e Calicivirus (10! a 10°) e cultivo celular.

Controle virucida: Formaldeido a 0,7% e linhagem celular em meio DMEM.

Controle Citotoxicidade: controle celular (3x10° células/mL) e meio DMEM (exposto na

saida de ar do equipamento)

Tabela 1 - Os resultados sao expressos em percentual de inativagao viral em comparagao
com o controle viral ndo tratado:

Log de Redugdo Fator de Reducdo | Percentual de Inativa¢cio/Redugio
1 10 90%

2 100 99%

3 1000 99,9%

4 10.000 99,99% VIRUCIDA

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:

Tabela 2- Resultado do Teste de citotoxicidade (Dose Maxima Ndo Téxica-DMNT) das amostras
expostas ao equipamento Purificador de Ar Compac UV-C, na diluicdo 10 a 10'° em DMEM testado

em células e sem virus (item 3.4).

Célula O titulo da diluicao mais alto que ndo mostra
toxicidade as células hospedeiras
L-929: NCTC clone 929 N3o apresentou toxicidade frente a célula testada

(ATCC® CCL-1™)

CRFK: Crandell (ATCC® CCL-94™) Ndo apresentou toxicidade frente a célula testada

Tabela 3: Controles: Interferéncia, citotoxicidade, e um padrdo interno de formaldeido 0,7%,

Titulo do Coronavirus Cepa MHV-3, 107> DICTso/ml e FCV, 108 DICTso/ml*

Controles Titulo viral Redugao da infectividade viral
DICTso/ml * DICTso/ml */log

Controle de virus 107° (MHV-3) -

108 (FCV) -
Controle virucida: 10%° (MHV-3) 6,0 (99,9999% Virucida)
Formaldeido a 0,7% 103 (FCV) 5,0 (99,999% Virucida)
Controle de interferéncia: 107> (MHV-3)
soro fetal bovino 108 (FCV) -
Controle de neutralizagdo: 107> (MHV-3)
DMEM + 5% soro fetal bovino a 4 °C 108 (FCV) -

*Média de 10 dilui¢des do virus (de 10* a 10'°) em 04 repeticdes


mailto:arns@unicamp.br

“',' Clarice Weis Arns (PhD, Professor)

& é. Laboratério de virologia \‘

v.}' Instituto de Biologia/Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP 7‘ IB
UNICAMP CEP:13083-862 Campinas- SP- Brasil

Instituto de Biologia

FONE: (19) 3521-6258 Email: arns@unicamp.br

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, 15 de setembro de 2023

Tabela 4 - Resultados in vitro da a¢do do equipamento de desinfec¢ao de ar Purificador de Ar Compac
UV-C KENTHERM, testado por diferentes tempos de acdo sobre Coronavirus (Cepa MHV-3) e

Calicivirus felino (FCV)

F R ao (FR
Equipamento Tempos LGl 'e'dugao ( ) Resultados em
, da Infectividade viral
de de Virus percentual
. - .~ DICT50/ml** T
descontaminagdo  exposi¢cao 1o de inativagao viral
1 minuto MHV-3 7,5 99,99999684%
Purificador de Ar 10 minutos Titulo inicial: 7,5 99,99999684%
Compac UV-C 30 minutos  10”°DICT50/ml 7,5 99,99999684%
1 minuto FCV 8 99,999999%
Titulo inicial:
10 minutos 0 MeE 8 99,999999%
30 minutos  10° DICT50/ml 7 99,99999%

** Onde: FR= TV-TT (TV: Titulo de virus ndo tratado - TT: Titulo de virus do teste tratado) calculado em
DICT50/ml, Média de dilui¢des do virus (de 10* a 10°) em 04 repeticdes (item 3.5).

5. CONCLUSOES:

e O Equipamento Purificador de Ar Compac UV-C demostrou eficacia na desinfeccao
do Coronavirus testado (inativou 99,99999684% das particulas virais) e do Calicivirus
felino (mais resistente a desinfec¢do), com reducdo de pelo menos 7 logsio,
(99,99999%) em relacdo aos controles (tabelas 3 e 4).

e Pode-se concluir que o equipamento de desinfeccao de ar Purificador de Ar Compac
UV-C KENTHERM foi eficaz na descontaminag¢ao de ar contendo virus, portanto,
auxilia no combate do grupo Coronavirus, incluindo o coronavirus causador da COVID-
19 e no combate de virus ndo envelopados (mais resistentes a desinfecc¢ao).

e As amostras analisadas ndo foram todxicas frente as linhagens de células testadas

Prof. Dr. Clarice Weis-Arns
Responsavel pelo Laudo (CRMV-SP: 08979)
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ANEXO 01.:

Aparelhos utilizados:

- Cabines de biosseguranca nivel Il e lll
- Geladeiras

- Biofreezer - 80 °C

- Biofreezer -150 °C

- Incubadoras de CO;

- Agitador (misturador Vortex)

- Medidor de pH

- Microscépio Invertido (Olympus, tipo CK 30)
- Centrifuga 5804 R (Eppendorf AG)

- Banho-maria

- Medidor pH

vidrarias e pequenos itens de produto

- Pipetas descartaveis, ajustaveis e de volume fixo (Eppendorf AG)

- Microplacas de 96 pocos Polysterol (Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden)
- Frasco de cultura celular

- Tubos de ensaio selados

- Pipetas mono e multicanais (Eppendorf)

- Filtros descartaveis

Meio de cultura e reagentes

- Solucdo de antibidticos (penicilina-estreptomicina).

- Estoque de virus conservado em -80°C

- Soro fetal de Bovino

- Solucdo de formaldeido 1,4%

- Aqua bidest. (Sistema de dgua ultrapura Sartorius)

- PBS (Invitrogen, artigo n? 18912-014)

- BSA (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, artigo no. CA-2153)

- Eritrécitos de ovelha.

- Albumina

- Solugao de tripsina versene 0,25%

- DMEM (Dulbecco modification of Minimum Essential Media): DMEM 9,6 g,
Trishidroximetilaminometano (Tris) 2,4% 50 mL,
Bicarbonato de sédio 2,0 g, H20 ultrapura g.s.p. 1000 mL.

- Meio de congelamento de células;

- DMSO- Dimetilsulféxido-10% e Soro fetal bovino 90%)

10
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Solugdes:

Agua dura para diluicdo de produtos:

Para a preparacdo de 1 litro de dgua dura, o procedimento é o seguinte:

- Solugdo A: dissolver 19,84 g de cloreto de magnésio (MgCl2) e 46,24 g de cloreto de calcio
(CaCl2) em agua e diluir para 1 000 ml. Esterilize por filtragao por membrana.

Armazene a solugdo na geladeira por ndo mais de um més;

- Solucgdo B: dissolver 35,02 g de bicarbonato de sédio (NaHCO3) em agua e diluir para
1000 ml. Esterilize por filtragao por membrana. Armazene a solugao na geladeira

por ndo mais que uma semana;

- Colocar 600 ml a 700 ml de agua em um baldo volumétrico de 1 000 ml e adicionar 6,0 ml
da solucdo A, depois 8,0 ml da solugdo B. Misturar e diluir até 1 000 ml com agua.

O pH da agua dura deve ser 7,0 £ 0,2.

Substancia interferente:
3 g/L albumina bovina + 1ml/L soro fetal bovino em dgua estéril desmineralizada

11
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ANEXO 2:

VIRUS e RESISTENCIA A DESINFETANTES (simplificado)
Fonte:

https://www.cleanroomtechnology.com/news/article page/Virucidal testing of cleanroom disinfectant

s/173893

Virus sem envelope: SAO ViRUS RESISTENTES

Subdivididos em:

Em termos de resisténcia a desinfetantes ajuda a separa-los novamente por tamanho, pequenos virus nao
envelopados com menos de 50 nm podem ser altamente resistentes a inativacao por desinfeccdo, pois,
apesar da falta de um envelope lipidico, esses organismos possuem um capsideo proteico muito resistente.
As familias neste subgrupo incluem: Picornaviridae, Parvoviridae, Caliciviridae (CVF e NOROVIRUS),

Astroviridae e Polyomaviridae.

Grandes virus sem envelope, de 50 a 100 nm de tamanho, sdo menos resistentes a inativacdo por
desinfecgdo, pois, embora tenham um capsideo de proteina resistente, seu tamanho maior os torna mais
vulneraveis do que suas contrapartes virais menores. As seguintes familias virais neste subgrupo:

Adenoviridae, Reoviridae e Papillomaviridae (HPV).
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Bactérias com esporos MAIS

Virus pequenos nao
envelopados com menos de
50 nm

como: Picornaviridae,
Parvoviridae, Caliciviridae,
Astroviridae,Polyomaviridae.

Bactérias gram negativas
(como Eschericha coli,

Grarm negative hasteria Samonella, Pseudomonas)

Fungos e bolores

Fungi and moulds

Virus maiores sem
envelope, de 50 a 100 nm

Large non-enveloped viruses de tamanho (Adenoviridae,

(Enterovirus, adenovirus) Reoviridae e

Papillomaviridae)
Most Difficult to Kill

Bactérias gram positivas

Gram positive bacteria (Staphylococcus,
Streptococcus)

Enveloped viruses Easiest to Kill Virus Envelopados:
ENALEY) Hepatites C e E, Coronavirus,

Virus da Influenza, Dengue, MENOS
Zika, HIV e outros)

(Bacillus e Clostridium). RESISTENTES

RESISTENTES
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