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LAUDO VIRUCIDA Gas Oz6nio Aparelho OXY AIR
Prezado Sr Elismar,
Vimos por meio desta enviar a V.Sa. o laudo do teste de eficdcia no combate a virus.

1) Produtos:
e Equipamento OXY AIR

Condig¢oes do Teste:
e Gerador de Gas oz6nio em Ambiente Fechado de 150 cm3

2) Virus testados: CORONAVIRUS/MHV género Betacoronavirus (caracteristicas
semelhantes ao COVID-19, MERS e SARS) e Virus da Influenza A (HIN1).

3) Procedimento experimental:

a) Os ensaios foram realizados em laboratdrio NB-2 (Biosafety Level 2) seguindo as
Recomendacdes da ANVISA Art. 1 e Art. 3 da IN 04/13 e IN 12/16 (obedecendo as Boas
Praticas de Laboratério-BPL), metodologias descritas nas normas (EN14476:2015, ASTM
E1053 — 11 e do Instituto Robert Koch — RKI).

b) Os testes foram realizados em quadruplicata (quatro repeticdes bioldgicas):

e A primeira etapa dos ensaios foi realizar a “Determinacdo da Concentracdo Maxima
ndo téxica (CMNT)” nas diferentes células testadas, para determinar a concentracdo
gue ndo causa toxicidade para as células. Pois a substancia teste (gas ozonio) deve
ser ativa somente contra o virus e ndo as células.

e Ensaio positivo: presenca do virus, gas ozénio e sistema celular;

e Negativo: controle de células (apenas sistema celular, sem a presenca de virus e sem
a presenca de gas ozonio);

e Controle da diluicdo/titulagcdo dos virus e cultivo celular.
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A producdo de gas ozonio foi produzido pelo equipamento Oxy Air. O ensaio foi
aplicado dentro de um Ambiente Fechado de 150 cm?3, na qual foram distribuidas
Placas de Petri estéril (@ 90mm x 15mm) com os virus e submetidas a diferentes
tempos. O equipamento Oxy Air ficou ligada por 5 minutos e desligada por 15 minutos

para que o gas pudesse ser absorvido pelos virus.

c) Apodstranscorrido os tempos, placas expostas ao gas ozénio foram recolhidas, inoculadas com

as células e incubadas a 37°C em Estufa com 5% de CO; durante 48 hs a 05dias.

d) O titulo dos virus foi expresso como log10TCIDso/ml a partir do método Reed-Muench (1938).

4) Resultados:

Tabela 1: Equipamento OXY AIR aplicada em diferentes tempos sobre Coronavirus e

Virus da Influenza.

OXY AIR: produgio gas ozdnio em Ambiente Fechado de 150 cm3

Tempo Coronavirus Influenza Virus/H1IN1
MHV-3
5 minutos Virucida*® Virucida

Aparelho ligado

15 minutos Virucida Virucida
Aparelho desligado

* Virucida: ocorreu inativagdo de 99,99% dos virus
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5) Conclusoes:

Gas Ozonio Aparelho OXY AIR:

e Considerando que houve inibicdo de 99,99% da contaminac¢do/infeccdo pode-se
concluir que a producdo de Gas Ozoénio foi eficaz para a inativacdo/destruicdo de
particulas virais do Coronavirus-strain MHV-3 e do Virus da Influenza/H1N1.

e A infec¢do/contaminacdo para os dois virus (Coronavirus-strain MHV-3 e Virus da
Influenza/H1IN1) foi INIBIDA com Gas Ozbnio quando aplicado por 5 minutos com
aparelho ligado e 15 minutos com o aparelho desligado.

e Portanto, recomendamos o uso do gas ozonio produzido pelo equipamento OXY AIR

em Ambiente Fechado como potencial agente virucida.
Atenciosamente,

e iz

Prof2 Dr2 Clarice Weis Arns
Responsavel pelo Laudo

Cidade Universitaria “ZEFERINO VAZ”, 04 de junho 2020
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Analize de atividade virucida dos Ozonizadores Oxy Air Turbo, Oxy Air Smarr o

Solicitante:

Ozomo Line Indistna de Geradores de Ozdnio LTDA
Enderego: Bua Antdmio Carlos Taccony, 147, Vila Mana, 530 Paulo — 04810-020

Produto:

Nome dos produtos: Oxy Air Turbo, Oxy Air Smart
Cédigo intemo da amostra: LBM.10.1.2021
Recebimento da amostra: 09/04/2021

Fmissdo do parecer: 10/05/2021

Wimero do relatério: LBM 11.1.2021

0 local de enzaiol Test zite:

0 Laboratéric de Biologia Molemlar possui expeniéncia em diagnostico e carga viral de
desde 1997, além de executar protocolos de pesqmsa em diferentss areas. O laboratdério possui
aﬁﬁegmntﬂl:erh.ﬁcagnes 1. Certificacio do Instituto Adolfo Lutz para diagnostice da COVIDN-
19 por RT-gPCR (Commmicado DMZTAL - 09, de 13-04-2020 do Dhano Oficial do Poder
Executive do Estado de 530 Paunlo); 2. Certificacdo da Secretana de Sande do Estado de S&o
Paulo para diagndstico, avaliagio técnica de efetividade, costo de testes, msumos e defimir
protocolos de trabalhios para mweshizacio do perfil viral no femfono nacional, referente a
COVID-19. 3, Coartificacdo de avahiacao externa de quahdade (AE(), Chaalilab); 4. Ordem e
alvara de funcionamento emntido pela wigilancia sanitana estadwal; 5. Registro nacional no banco
de estabelermentos de sands ANVISA

Beitera-se que: 05 expermmentos sao realizados pela CROP e ndo pela UNESP; em nenbum
momento, o5 resultados deste projete devem ser associados 3 UNESP ou ao laboratorio do
Hospital das Climicas de Botucatn, sendo de total responsabihdade da CROP.

O
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m Parecer técnico de atividade virmcida

O presente parecer técnico visa avahar, por meio de ensalos in vifre, a aiividade virucida
dos Ozomzadores Oxy Air Turbo, Oxy Air e Smart conira o SARS-CoV-2 (cansador da COVID-
19) apos contato da solugdo viral em amostras de superficie téxtl

. Realizsdo par CROP &m parceria com o Laborstério de Biolagia HC
':: R iy p Molecular Unidade Especial do Laboratrio de Blotecnobgia Aplicads E[h_" unesp™
Parceires

1. Informacoes do produto O

Figora 1: Ozonizadores fomecidos pela empresa: Ozonio Line Indistria de Geradores de
Ozomo LTDA. Eguipamentos-Ohoy A Turbo & Oxy Adr Smart.

iy
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_O Botucatu, 14 de maio de 2021
RESUMO
A COVID-19 e uma mfeccio respiratona aguda cansada pelo coronavims SARS-
CoV-2 que apresenta elevada transmmissibihidade e pode ser fatal. O SARS-CoV-2 expehdo
Juntamente com as pequenas goticulas de saliva on espimo pode se manter estavel pelo
periodo de algumas horas até vanos dias, dependendo da superficie onde essas goticulas
sd0 depositadas. O virns permanece viavel por até 3 horas em aerossois, 4 horas em
superficie de cobre, 24 h em superficies porosas como papeldo, 48 h em ago moxidave]
até 72 horas dependendo do tipo de plastico (Van Doremalen et al. 2020). | |
O desenvolvimento de métodos que removam ou mativem particulas virais no ar
on em superficie tém se mostrado uma alternativa essencial para reducio da transmissio
do SARS-CoV-2. Por essa razio, o presente estudo teve como imfmto venificar o potencial
vimcida de diferentes ozomzadores contra o SARS-CoV-2 em superficies porosas e nio

No presente parecer 30 apresentados os resultados da eficacia de atividade virucida
dos equipamentos de ozomzacdo: em condigdes laboratonians (in vitre). Os procedimentos
seguiram as recomendagoes da ANVISA Art. 1 e Art 3 da IN 04/13 e IN 12/16 e NOTA
TECNICA N° 108/2020/SEL/COSAN/GHCOS/DIRE3/ANVISA- 11 e adaptagbes
metodologicas para analises em superficies de acordo com a ISO 18184 e ISO 21702,
Instituto Robert Koch — RKI além de seguir as “Boas Praticas de Laboratono™ (BPL).
Imicialmente o virns SARS-CoV-2 fo1 exposto as superficies a serem testadas (amostra
textil), o virus for submetido por pipetagem em foda area superficial do tecido, com
padromzagio de tempo de secagem da solugio viral durante 10 mimntos. Posteriormente,
o5 ensaios foram executados indindualmente para cada equipamento. com fimcionamento
dos ozomzadores por 10 numitos (tempo de geragio de ozdomo) e maiz 10 ounutos para
tempo de contato do composto gerado e mteracdo com as particulas virais. Em segwda, o
viras for dilnido para inativacdo do composto virucida e realizado a friulacdo do vims por
meio do metodo TCID s (Median Tissue Culture Infectious Doss). o

Realissdo por CROP &m parceris com o Laboratdrio de Biologia HC
C R A p Miolacutar Unidade Especial do Laborstdrio de Blotecnologia Aplicads EII-_r_. unesp™
Parceiros

POTOSAS.
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O Botucatu, 14 de maio de 2021
1.1 Efeito Citopatico

Efeito destrotive (morte celular) causado pela infeccdo do virus observado nas células
hospedeiras.
o Alteracdo morfologica das celulas efou sua desimugdo mduzidos por um
| produto/Teagente/composto.
1.3 Titulo de infecciosidade do virus
Refere-se ao mimero de particulas wvirais mfecciosas em suspensio. O valor € expresso
por unidades virais por volume. O

. Realizado por CROP &m parcers com o Lsboratdrio de Biologis HC
C R A I:} Miolecular Unidade Espacial do Laborastério de Blotecnologia Aphcads E[r_. unesp™
Parceiros

2.4 Median Tissue Culfure Infectious Dose (TCIDsg)

O ensaio Median Tissue Culfure Infectious Dose (TCIDsy) permute quantificar o mimero
de particulas virais infectantes em uma amostra. A técnica consiste em submeter células-alvo
previamente culivadas em placa de 96 pogos a uma diluigio senada da amostra a ser testada (que
contém virs). Apos o periodo de incubagio, venfica-se o ulhimeo ponto de dilmigao que apresentou
eferto citopatico em pelo menos 50% dos pogos.

3 Sobre a linhagem de coronavirus humano testada
Para os testes virocida in vifre foram ublizadas amostras de SARS-CoV-2 obtidas de
amostra orofaringea de paciente diagnosticados com o novo coronavirns previamente expandidas

em cultura de células Vero ATCC & CCL-81TM :
3.1 Culiura de células e cultive de virns -

As células Vero ATCC ® CCL-81™ foram mantidas em cultivo com DMEM (Dulbecco s
Modified Eagle's Madium) com 10%: de soro fetal bovino em estufa a 37°C e 5% de CO2. O vimus
SARS-CoV-2 fo previamente culfivada em célula Vero e postenormente o sobrenadante fou

O
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titulado de acordo com o método de ensaio de placa, além da determinacdo da carga viral por meio
de uma curva de cahbracio por RT-gPCE.

Figura 2: A esquerda nma Imhagem de células ndo infectada; a2 direta o
SARS-CoV-2 mumltiplicando-se em cultrvo in vitro.

4. Metodologia o

4.1 Ensaio de atividade virucida
O expermento foi realizado segumdo as Boas Praticas Laboratonais (BFLs), metodologias
descritas e adaptadas de acordo com as normas, EN 14476 (Chemical disinfectants and antiseptics

- Quanfitative suspension test for the evaluation of virucidal activity in the meadical area). E

adaptagtes metodologicas para analises em superficies de acordo com a IS0 18184.

a) Os testes virncidas foram realizados em replicatas biologica:
1. Conirole Positivo: Somente a solugio viral e sistema cehnlar.
. 2. Conirole Negativo: Apenas o sistema celular.

o 3. Tratamento: Sistema celular, solugdo viral apos exposigao de amostra téxnl a
geragio de ozdmo pelos equipamentos (Oxy Air Turbo e Smart) e dilmgdo para
mativagio do composto ativo.

4. Branco: Sologde viral na superfice téxtl sem o funcionamento dos

equipamentos.

[ELE
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[ELES

4.1 Teste de efeito virucida com funcionamento dos ozonizaderes com a solucdo de SARS-CoV-1 ¢ metodologia
TCIDS0
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A execugdo expermmental for reahzada dentro de wm sistema hermetico em cabme de
seguranga biologica classe I B2, com o fimcionamento do Oxy Ar Turbo e Oxy Awr Smart, em
concentragbes de 20 a 30 ppm, com 70% Umidade Belativa (UR) e temperatura em 203 °C. Os
ensaios de atividade virocida foram reahzados para as superficies avabadas (amostra texil). O
dimensionamento da area superficial de cada superficie a ser analisada for fundamentada na ISO
18184 (ISO 18184:2019 Textiles — Determination of antiviral activity of fextile producis).
Amostras téxtels, previamente analisadas, sem qualquer atnndade virucida, foram preparadas em
triplicatas com 6,25 cm®. As superficies foram submetidas a sohigio viral de SARS-CoV-2, de
maodo que toda area superficial fosse exposta, além de ser determinado um tempo de secagem do
contendo. Conseguinte, os ensaios, conduzidos mdividualmente, tiveram o foncionamento durante
10 (dez) nmmutos de cada ozom=zador, com postenior espera de 10 (dez) ommmtos para
potencializacio de contato e imnteragdo das moléculas de ozdmo geradas pelos equipamentos, em
seguida fora aphicado dilmgao dos tratamentos para inativacio das interagoes advindas da solugdo
viral com o composto ative gerado. O conteudo diluido da mativagiio for transfendo paras
microplacas a serem destinadas aos ensalos de TCID30. Ressalta-se que fora uiihzado uma
microplaca de 96 pogos para cada fratamento e equipamento de geracio de ozomo. A partir dessas
amostras, dilugdes da solngdo viral na base 10 foram fertas em replicatas nas microplacas esteéreis
de 96 pogos, nos fatores de dilmigio de 10 a 108, sendo az dilmigdes conduzidas com DMEM
(Dulbecco s Modified Eagle s Medium) com 2% de soro fetal bovino (inativado). Microplacas em
confluéncia desejada de linhagens de células Vero ATCC ® CCL-81™ com uma concentragio de
2 x 10* célnlas/pogo com DMEM (Dulbecco s Modified Eagle s Medium) com 2% de soro fetal
bovino (mativado) estavam preparadas para que fossem transfenidas as dihugdes dos ensalos de
diferentes tempos de contato do produto. As microplacas foram meubadas em estufa com 5% de
CO; durante uma hora sob agitagio, para que ocorresse a adsorgio viral. O

Realizado por CROP &m parcers com o Lsboratdrio de Biologis HC
C p A I:} Miolecular Unidade Espacial do Laborastério de Blotecnologia Aphcads EL_ unesp™
Parceiros

Posteniormente, cada poco das microplacas for lavado com 200 pL de solucdo salina
tamponada (PBS), com consequente adigao de 200 pL. DMEM (Dulbsceo’s Modified Eagle's
Medium) com 2% de soro fetal bovino (mativado) e 1% de Anfibiotico-Antimicotico. Para o
conirole posiive, uhlizou-se somente a solugdo viral e a conceniracdo de ceéluolas especificada
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anteriormente. As microplacas contendo a solugdo viral apos contato com os produtos e sistema
celular foram incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO; durante 72 horas, apos esse miervalo

O

fo1 avahado por me1o de microscopia optica se houve ou nio efetto citopatico.

Figura 4: Esquema de placa de titulagdo: TCIDsy (Median Tizsue Culture Iyfectious Dose), realizado em
mmﬂmde?ﬁmnﬂemmhﬂ:ﬁnanaﬁnmﬂm?mmmdempm

contato e lavagem com exposigio aos geradores de ozdmio, em uma diluig3o igmal a 107, na segunda linha
uma diluigdo 1gual a 10H e assmm sucessivamente, até a linha § com dibngdo de 104, Na columa 10 e 11 fo
adicionado o controle positive (CP), em que as células Vero B] foram mfectadas com a sohogio viral e na

coluna 12 todos os pogos foram tratados somente com células e meio de cultora (Controle Megativre — CH).

5. Anilizses dos resultados :

A determimagio da atividade virucida do produto € realizada de acordo com a metodologia
TCIDso (Median Tissue Culture Infectious Dose). O protocolo leva em consideragdo o culfivo das
lmhagens de células hospedeiras do virns — Células Vero ATCC @ CCL-81™ em microplacas de

OF
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cultura de 96 pogos com postenior dilmcdo da solugdo viral e do possivel composto virucida a ser
analisado.

Para avahacio do efeito ctopatico sio realizadas analises por melo de mucroscopio
invertido apos um periodo de incubacio de 72 horas em estufa a 37°C com 5% de CO2. Dessa
maneira, obtém-se uma confirmacdo visnal do eferto citopatico das Imhagens de SARS-CoV-2 em
relacio a célula Vero ATCC ® CCL-81™ A mterpretacdo € baseada no método de Spearman &
Karber (Lorenz & Bagel, 1973). Sendo que o resultado da eficacia virncida € dado como negativo
gquando ocorre a visuahzagio dos efertos citopaticos e posiivo quando ndo ha efeito citopatico.
Para a deternmnacdo do indice de imbigao viral uhihza-se a diferenca logaritmica entre o gropo

controle e do grupo com os fratamentos. o
Tabela 1 — Forma de analise numérica de inativacdo viral.
Log de reducio Fator de reducio Percentual de Inativagio
1 1 0%
2 100 0%
3 1.000 90 9%
4 10000 90 9954

Legenda: obtido em hitps./'microchemlab. cominformationog-and-percent-rednct ons-microbiol ogy-and-
imicrobial-testing

O
' Com miwto de quanfificar o vimes obtido no processo de ncubagdo, for aplicado a
metodologia de dilmigio hmite (end-point-diluition). A partir dessa metodologia com inoculagio
de sucessivas dilnigdes crescentes em suspensio viral em células susceptiveis € possivel identificar
o efeito cfopatico em 0% das culturas moculadas. A tabela 3 demonstra o percentual de
inativacao viral, atraves do calculo Reed & Minch endpoint calculation method (Reed & Miinch,
1938). Foi ainda aplicado o fator de corregdo relacionado ao volume de dilmgdo do vims (SARS-
CoV-2) utihzado em cada ensaio de TCIDsp.
O
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A porcentagem de mativagio viral for caleulada de acordo com estrmativas estatisticas ajustadas
para os volumes da solucdo viral uhihzada, além da aplicacio dos fatores de comegdo, convergmdo
nos resultados obtidos de titulagio viral por TCIDs /mL. o

Figura 5: Determinacio do titulo viral da solugdo de SARS-CoV-1 em amostra téxhl apos
exposigao ao ozomo (10 mimitos) gerado pelos equipamentos: Oxy A Turbo e Smart em relagio
ao controle positivo (solngdo viral exposta a superficie téxhl sem qualquer mterferéncia dos
equipamentos ozomzadores).
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Fignra 6: Comparativo de desempenho do perceninal de inativagio viral dos ozomzadores apos
exposigdo de solugio wiral de SARS-CoV-2 em amostras téxteis com 10 mumutos de
fimclonamento dos equipamentos.
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De acordo com o delineamento expenmental empregado, levando em consideracio que os
equipamentos apresentam funcionamento em concentragoes de saida de ozomo semelhante, e que
resultados sdo apresentados em percentual de mativacio viral (tabela 4) em comparacio com o
conirole posifive (sologdo viral sem exposigio a geracio de ozomo), venficou-se que durante 10
minutos de fimcionamento os czomzadores apresentaram potencial 99,018% de mativacio viral
do SARS-CoV-2 em superficie porosa téxtil.

A porcentagem de mativagio viral fo1 calculada de acordo com estimativas estatisticas ajustadas
para os volomes da solncdo viral uiihizada, alem da aphcacio dos fatores de comregdo, convergindo
nos resultados obtidos de titulagdo viral por TCIDsg/ mL. O
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Destaca-se que diferentes fatores podem mfluenciar no nivel de desmfeccio de superficies
contammadas com o SARS-CoV-2, incluindo o tipo de matenal. Deve-se levar em consideragio
o tempo de exposi¢io a ozomzagdo, concentracdo de ozomo, umdade relativa, area superficial a
ser anahisada. Assim sendo, os resultados apresentados podem sugenr que a defimigdo de diferentes
parametros mfluencie na potencializacio da agdo wirucida dos equipamentos, colaborando
inclusive, no desenvolvimento de protocolos de desmfeccio de superficies e matenais em contato
com mdividuos e pacientes com COVID-19.

6. Conclusio
* Perante as anahises in vifro, os equipamentos de ozomzagdo em um tempo de 10
mimutos de fimcionamento, apresentaram potencial de reducio da wiabilidade de
particulas virais de SARS-CoV-2, em condigdes laboratonais, como demonstrado
pela mmativagio de 99.018 % (2 logs de redugdo) de SARS-CoV-2 em superficie

téxtil.
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