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1. Produto:
Quaternario de amonia (concentracdo 0,2%)

Equipamento Nebulizador Cartech

Data chegada ao laboratério: 07/10/2020

2. Virus testado: Coronavirus cepa MHV-3 género Betacoronavirus (mesmo género e familia
das espécies SARS-CoV-1, SARS-CoV-2/COVID19, MERS e outros).

Virus Linhagens Celulares
Coronavirus MHV-3 Célula: NCTC clone 929 [L cell, L-929, derivative of Strain L]
(ATCC® CCL-1™)

3. Metodologia:

a) Os ensaios foram realizados em laboratoério NB-2 (Biosafety Level 2) seguindo as
Recomendagdes 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: 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 do Instituto Robert
Koch — RKI) e obedecendo as Boas Praticas de Laboratdrio (BPL).

e 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 realizada de acordo com método DICTsg

(Doses Infectantes de Cultivos Tecidos 50%). DiluicGes sequenciais do virus na base 10
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foram realizadas em quadruplicata, em microplacas 96 orificios estéreis. A seguir foram
adicionadas células L929 com uma concentrac¢do de 2 x 10° células/orificio. Apds 48 hs
verifica-se o efeito citopatico (ECP) da infecgdo viral, em comparagdao com controle celular
e controle viral.

Inicialmente o produto Equipamento Nebulizador Cartech com Quaternario de amonia
foi testado na linhagem celular para a “Determinacdo da Dose Maxima Nado Tdxica
(DMTD)” e definir a concentragdo que nao causa toxicidade as células.

Equipamento Nebulizador Cartech com Quaternario de amonia foi ligado pelo
compressor para nebulizar o ambiente (Camara de fluxo de Biosseguranca) com placas
de petri com 0,5 mL do Coronavirus e meio de cultura.

Apds, 25 minutos de nebulizagdo dentro da camara de fluxo, retirou-se as amostras de
placa de Petri (nimero 01) e depois foi colocado mais amostras de placa de Petri
(niimero 02) com aparelho desligado por 5 minutos de exposicao.

Apds transcorridos os tempos, as placas, que foram submetidas a nebulizagdo com
guaterndrio de amonia, foram testadas.

A mistura (virus+ produto) foi pipetada 100 uL de cada amostra teste/tempos com virus
em microplacas de 96 orificios, tituladas (10* a 10%°) e adicionadas 100 L da linhagem
celular (L929) e incubadas a 37°C em Estufa com 5% de CO; durante 48 horas.

Apds 48 horas de incubacdo as placas foram lidas através de Microscdpio dtico Invertido
na busca ou nao do Efeito Citopatico caracteristico do virus 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 comparacao

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

Resumo/Controles:

* Negativo: controle celular (2x10° células/mL) em meio DMEM, sem virus e sem amostras
teste;

e Controle de virus: Titulag3do de virus (10 a 10*?) e cultura de células em meio DMEM;

e Teste positivo: presenca de virus, PRODUTO e linhagem celular em meio DMEM.
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Tabela 1 - Os resultados sdo expressos em percentual de inativacdo viral em comparacao
com o controle viral ndo tratado:

Log de Reducao | Fator de Redugao Percentual de Inativacdo/Reducgio
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

4, Resultados:

Tabela 2 - Resultados dos ensaios com Coronavirus (Cepa MHV-3) em relagao Nebulizador
Cartech com Quaternario de amdnia e tempos de agao.

Produto Tempos de agao Coronavirus (Cepa MHV-3)
Equipamento Nebulizador Cartech com da nebulizagao Resultado inativacao em
Quaternario de amonia Percentual (tabela 1)
Numero 1: Placas com virus e meio de 25 minutos 99,999% (virucida)

cultura - Nebulizador ligado

Numero 2: Placas com virus e meio de 5 minutos 99,999% (virucida)
cultura - Nebulizador desligado

5. Conclusoes:

o A utilizacdo do “Nebulizador Cartech com Quaternario de amoénia” mostrou
inativacdo de 99,999% do virus testado, e, portanto, recomendamos o uso como

agente virucida para o grupo Coronavirus e no combate a COVID-19.

Prof. Dr. Clarice Weis-Arns (ID Lattes: 8635038112182716)
(Responsavel pelo Laudo)
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