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INFORME TECNICO 21-007
Empresa solicitante: FDC DISENOS & DESARROLLOS SRL
Estudio solicitado: Ensayo de inactivacién del virus Sars-CoV-2 mediante la generacidn de gas ozono
Realizado por: Biog. J. Javier Aguilar
Dra Brenda Konigheim

Equipo evaluado: Dispositivo de ozonizacion FDC Advanced, modelo B-Logic. provisto por el
solicitante.

Materiales usados:
1. Placas de cultivo de 35mm marca Biofil n° catdlogo TCD 010035
2. Virus SARS-CoV-2 (hCoV-19/Argentina/PAIS-G0001/2020 Base de datos: GISAID, Nimero
de Acceso ID: EPI_ISL_499083
3. Linea Celular Vero CI76

Metodologia de trabajo:

Se dispensaron 25 gotas del stock viral (8x10° unidades formadoras de placas (UFP)),
distribuidas de manera concéntrica y de 5 ml cada una, en cuatro placas de cultivo. Tres
placas fueron introducidas dentro de la cdmara de ozonizacién y una fue dejada afuera

Control viral @ Céamara de o0zonizacion

(control viral) segun el siguiente esquema:

Cabina flujo laminar

La cdmara de ozonizacién fue humedecida con agua pura y colocada en el interior de una
cabina de seguridad bioldgica tipo Il A2. Con las placas destapadas se activd el modo
esterilizacidn de la cdmara durante 60 minutos con ozonizacidn permamente a temperatura
ambiente. Una vez terminado el procedimiento las gotas se retomaron en 1 ml de Medio de
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Cultivo y se procedio a la titulacién por duplicado.
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Anexol: Titulacion viral:

Las gotas retomadas en contacto con la superficie de cada una de las placas tratadas
y control viral fueron diluidas en serie factor 10 con Medio de cultivo (MEM 2% SFB,
0.3 gr/L glutamina) (1:9). Cada una de las diluciones (100 uL) fue sembrada por
duplicado de manera independiente sobre policubetas de 24 pocillos conteniendo
una monocapa confluente de células VERO, se incubaron durante 1 hora y luego se
agrego un medio semisdlido (MEM 4% SFB, 0.3 gr/L glutamina y agarosa 0,5%). Se
incubd durante 96hs a 37°C, 5% CO2 y atmésfera humeda. Al término de la
incubacidén se agregd a cada pocillo una solucidn conteniendo 4% de formaldehido
para frenar la reaccién. Se colored con una solucidn de cristal violeta al 2%.

Se procedié al recuento de las UFP virales.

Reactivos:

Minimum Essential Medium (MEM) GIBCO Lote: D10032021
Suero Fetal Bovino Natocor (SFB) lote: NTC 610
L-Glutamina CALBIOCHEM lote: D00014498

Cultivos de Células: Células VERO cl76 crecidas y mantenidas segun protocolos del ATCC.
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Resultados:

Recuento de unidades Inhibicién viral
formadoras de placas 60 minutos
Muestra 60 minutos inactivacion
viral
(UFP)
Placa 1
4x10? 99,95%
Placa 2
4,5x102 99,94%
Placa 3
0 100%
Testigo viral 8x10° | -

Resumen: Para determinar la actividad antiviral del equipo previamente descripto se
realizd un ensayo “in Vitro”. Para ello, se utilizé el virus SARS-CoV-2 (hCoV-19/Argentina/PAIS-
G0001/2020 Base de datos: GISAID, Numero de Acceso ID: EPI_ISL_499083. Las suspensiones
virales (8x10° UFP) fueron sometidas al tratamiento durante 60 minutos por triplicado,
dejando un control viral sin tratamiento. Posteriormente se retomé la suspension viral (en
forma de gotitas) con 1 ml de MEM vy se realizé la titulacion seriada (1/10.) Cada dilucidn
fue inoculada sobre células VERO. A las 96hs se frené la reaccién y se procedié al recuento
de las ufp.

Bajo las condiciones de ensayo:

1. Placa 1 mostré 99.95% de inhibicidn viral a los 60 minutos de exposicidn.
2. Placa 2 mostrd 99.94% de inhibicidn viral a los 60 minutos de exposicion.

3. Placa 1 mostr6 100% de inhibicién viral a los 60 minutos de exposicidn.

Los controles se comportaron de acuerdo a lo esperado.
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