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1.INTRODUCION

La cabina NEVOLA (nombre del prototipo) es un dispositivo disefiado para desinfectar la ropa; consta de tres
moédulos y tiene un volumen interno total de 2,13 ms,

La cabina utiliza dos tecnologias diferenciadas para el tratamiento de los materiales colocados en su interior:
tecnologia Dust-Free (FC UNIT 3 ”) y nebulizacion.

* La tecnologia Dust Free utiliza el dispositivo FC Unit 3 ", basado en el principio de fotocatalisis: la
emision de rayos UV provoca la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que tienen una
accion oxidante sobre los microorganismos presentes en el aire expuesta al tratamiento. La tecnologia
PCO ™ de los médulos FC UNIT aprovecha la accién combinada de los rayos de una lampara UV
especial con una estructura catalizadora que consiste en una aleacion metalica con una matriz de
panal, compuesta principalmente por TiO2 (diéxido de titanio) y otros 3 metales nobles en menor
medida. Los médulos FC UNIT, atravesados por el flujo de aire, dan lugar a una reaccién foto catalitica
capaz de producir radicales de hidroxilo (+ OH) y perdxido de hidrogeno (H202) en cantidades
minimas. El peroxido de hidrogeno (agua oxigenada) y los radicales de hidroxilo permiten higienizar
tanto el flujo de aire como las superficies que tienen una accién letal sobre los microorganismos
expuestos al tratamiento.

+ La desinfeccion por nebulizacion se lleva a cabo, en cambio, con la ayuda de un generador de niebla
seca capaz de vaporizar 0.4 mL/seg de una solucién de cloruro de benzalconio al 4% colocada en su
interior.

El propdsito del estudio es la evaluacion de la eficacia del tratamiento del SARS-CoV-2 mediante el dispositivo
NEVOLA. Para ello, se evaluardn por separado las dos tecnologias de saneamiento, Dust Free y
Nebulizacion, colocadas dentro de la cabina.

2.MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

Dispositivo NEVOLA:

Dust Free Technology N° 2 dispositivos FC Unidad 3": cada uno compuesto por un catalizador
penta-metélico a base de diéxido de titanio, una ldmpara UVC y un ventilador con un caudal de
aire atil de 35 m3/h con recirculacion interna.

Tecnologia de nebulizacion: caldera con una potencia de 900W y una temperatura de
funcionamiento de 180 °C (en la boquilla) combinada con una bomba de niebla seca de 18W
con un caudal de 0,4 mL/seg.

SARS-CoV-2 en suspension con un titulo mayor o igual a TCID50 107/mL

Celulas VERO C1008 (ATCC® CRL-1586™)

Medio de cultivo celular: Dulbecco’s Modified Eagle Medium with L-glutamine (DMEM, Gibco
™ ThermoFisher Scientific)

Suero Fetal Bovino (FBS, Gibco™ ThermoFisher Scientific)

Penicillin-Streptomycin [5,000 U / mL] (Pen-Strep, Gibco ™ ThermoFisher Scientific)

Bafio termostatico a 37 °C + 1 °C

Incubadora de CO:

Placas de cultivo celular t25 cm?

Placas de cultivo celular t75 cm?

Placas de cultivo celular de 96 pocillos

Cristalvioleta
Acetona 99%
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*  Metanol 99%

*  Tampon de fosfato salino (PBS)

*  Micropipetas: 10 pl; 200 pl; 1000 pl

* Puntales estériles con filtro

*  Automatismo de pipetas

*  Pipetas serolégicas

+  Texwipe™ pafios secos no tejidos TechniCloth™ (45% PE / 55% celulosa)
* Placas de Petri

+  Vortex

*  Falcon 50 mL

* Sarsted 2 mL

»  Capa de seguridad biolégica de nivel Il (BSCII)
» Dispositivos de proteccion individual dedicados

2.2 Condiciones elegidas para la prueba
Temperatura: 25°C+1°C

Materiales tratados:
* suspension viral liberada en una placa de Petri
» Pafos Texwipe empapadas con suspension viral

Volumen de suspensién viral utilizado para cada material tratado: 400uL

Tecnologia Dust Free
* Pretratamiento de 30 minutos del dispositivo NEVOLA con tecnologia Dust Free antes de
cada tratamiento
« tratamiento 1: 20 minutos de exposicion
« tratamiento 2: 30 minutos de exposicion

Nebulizacion
« tratamiento 1: 45 segundos de nebulizacién y 20 minutos de exposicion

« tratamiento 2: 90 segundos de nebulizacién y 20 minutos de exposicion

Posicionamiento de los materiales a tratar

* Posicion 1 (Texwipe) : 86 cm del techo y 30 cm de la puerta delantera
* Posicion 2 (Texwipe) : 73 cm del techo y 34 cm de la puerta delantera
* Posicion 3 (placa de Petri) : 28 cm desde el fondo y 90 cm desde la puerta delantera

Los controles tipo Texwipe y Petri, inoculados con las mismas concentraciones de SarsCov-2,
se colocan dentro de la capa de seguridad biolégica de nivel Il (BSC Il) del laboratorio BSL4

Todas las operaciones deben realizarse en un laboratorio con un nivel minimo de seguridad
biologica 3 (BSL-3 0 BSL-4)

www.koolnova.com www.koolair.com 4

Traduccién realizada por KOOLNOVA-KOOLAIR.


http://www.koolnova.com/
http://www.koolair.com/

KOOLNOVA

Box con ventilador

e 2 FCUnit 3"

&ir control

Tecnologie per il controllo dellaria

|_» | OUsT FREee
! , -

Aire tratado

P
[

Posicidén 1
Pafio

Posicion 3
Petri

}Nebulizador

<!

Posicion 2
Pafio

Fig.1 Esquema del dispositivo NEVOLA

2.3 Definicidén de la suspension viral a ensayar

El SARS-CoV-2 se encuentra en suspension en un medio de mantenimiento de cultivo celular utilizado para

la amplificacion viral.

Especificamente: en el tiempo 0 (TO) en una matriz de cultivo celular de t75 cm? (confluencia de
aproximadamente 80%) se inyectan 1ml de SARS-CoV-2 y 9ml de DMEM al 2% FBS y 1% PenStep y se
dejan a incubar a 37 °C al 5% de CO2. Después de 72 h de la infeccion (T3), el residuo recogido del cultivo

representa la suspension de SARS-CoV2 que se va a analizar.

La definicion del titulo viral se realiza mediante la evaluacion del TCID50/ mL. La suspension que se utilizara
para las pruebas de evaluacion de la actividad viricida debe tener un titulo =2 DICT50 107 / ml.
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2.4 Titulacién viral: cultivo de tejidos, dosis infecciosa 50 (TCID50)

Utilizando la suspension viral a analizar, realice 10 diluciones en base 10 (10 a 10%9).

Las diluciones se obtienen mezclando la suspensién viral con DMEM en frio.

Prepare 10 pruebas que contengan 1080 pul de DMEM al 2% y coléquelos en hielo.

Realice las diluciones en serie colocando alicuotas de 120ul de suspension viral en la primera
prueba que contiene el 2% de DMEM (10Y). Proceder con las diluciones hasta la prueba
10(1019) del que, una vez realizada la dilucién, descartar 120ul de solucion.

Una vez completadas las diluciones, proceder con la eliminacion del medio de las placas de 96
pocillos en las que previamente se sembraron y cultivaron 25.000 células VERO E6/pocillo
permisivas para la infecciéon por SARS-CoV-2 (confluencia esperada de la monocapa celular
igual a 80% de la superficie del pocillo).

En cada fila de pocillos de la placa de 96, agregue 100 ul/pocillo a los primeros 10 pocillos de las
ocho diluciones virales mas altas (10 a 10'19; en los dos Ultimos pocillos de cada fila, vayan
proporcionando 100 ul de DMEM al 2% libre de virus para considerarlos como un control negativo
para la infeccién. Incubar la placa a 37 °C, 5% de CO? durante 3 dias. Después de este periodo,
observe la placa bajo un microscopio o6ptico y cuente los pocillos que muestran el Efecto
Citopatico (CPE) por fila.

Para tefiir la placa y resaltar las placas formadas, fijar el sustrato celular con una solucién de
acetona y metanol en una proporcién 1:2 (200 pl por pocillo) y dejar incubar a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Después de dos lavados con PBS, tifie cada pocillo con 60 pl de
una solucién de cristal-violeta al 0,1%.

Un pocillo se considera positivo para el efecto citopético incluso si solo unas pocas células
presentan CPE. La prueba debe considerarse valida solo si los controles negativos no muestran
CPE. El titulo viral se valora mediante el método estadistico de Kérber:

T =101+4E09+1TCID50 / ml
d = Log10 de la dilucion (= 1 para diluciones de factor 10)
S = suma de las proporciones de CPE + / fila de pozo para cada dilucion (10! a 10-19)

Para estimar el titulo viral en Unidades Formadoras de Placas / ml (pfu / ml), reste 0,7 Log del titulo
calculado como TCID50/ml (1x107-%7),

2.5 Prueba de evaluacion de la actividad viricida del dispositivo NEVOLA: fases
experimentales

Las pruebas de evaluacion de la eficacia del tratamiento se deben realizar por separado para
cada tecnologia de tratamiento de aire colocada dentro del dispositivo.

Para ambas evaluaciones, utilice dos pafios Texwipe empapados en solucidn viral colocados
respectivamente en la posicién 1 y la posicion 2 dentro del dispositivo y dos placas de Petri
colocadas en la posicion 3 dentro del dispositivo. Por lo tanto, para cada tecnologia, pruebe un
total de 4 muestras de sobrenadante viral (2 pafios y 2 placas de Petri) con cada tiempo de
exposicion relativo, como se indica en el parrafo especifico (2.2).

El ensayo de sobrenadante viral tratado tanto en fase liquida como liberado sobre tela, permite
evaluar la eficacia de penetracion de las dos tecnologias de tratamiento diferentes en relacion
con las diferentes matrices infectadas.

Deje bajo capa a flujo laminar (BSCII) el sobrenadante bajo control expuesto al aire para los
tiempos de exposicién de cada protocolo de tratamiento.

Pruebe el test TCID50 tomando 120 pul de cada solucién tratada y sin tratar.

Para extraer el virus de los pafios empapados con el sobrenadante, proceda de la siguiente
manera:

» Una vez finalizadas las fases de tratamiento de los materiales, introducir los pafios en un Facon
de 50 mL
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* Remojar los pafios en alicuotas de 4 mL de DMEM dentro del Falcon.

* Agite el Falcon durante 10 minutos y luego centrifugue durante 5 minutos a 1500 rpm.

» Tome 120 pl del fondo del Falcon y utilicelos para las diluciones de base 10.

Tener en cuenta el factor de dilucion 10 del producto extrapolado de las telas en el momento de
estimar el titulo viral: 400 pl de suspension viral sembrada sobre la tela se resuspenden utilizando
4 ml de DMEM (1:10).

Evalle la efectividad de los tratamientos Dust Free y de nebulizacion comparando el titulo de los
materiales tratados con el titulo de los controles relacionados no expuestos a las tecnologias
probadas.

Para determinar la titulacion, consulte el parrafo especifico (2.4).

3. CRITERIOS DE ACEPTACION

Para que el ensayo se considere valido, se deben verificar los siguientes resultados:

- Eltitulo de la suspensién de SARS-CoV-2 pura utilizada para el ensayo debe mostrar un
titulo de TCID50 = 107/mL.

- Los titulos de las suspensiones utilizadas como control deben mostrar un titulo suficiente
para estimar cualquier decaimiento posterior al tratamiento: TCID50 = 104/mL.

- Todos los pocillos con los sustratos de control deben mostrar todos claramente un
sustrato bien coloreado y sin ningun rastro de efectos citopaticos.

4.SECCION ESPERIMENTAL

Prueba realizada el 16/10/2020

El stock viral de SARS-CoV-2 utilizé el GenBank accession number: MW000351.

Expansion viral del 25/09/2020 (8 ° ciclo de expansién).

Células utilizadas para la prueba en excelentes condiciones morfolégicas y confluentes: 45° ciclo de
replicacion (declaracion en el momento de la adquisicién: 37° ciclo)
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Los resultados de las pruebas experimentales destinadas a evaluar la eficacia del tratamiento
del SARS-CoV-2 mediante el dispositivo NEVOLA se resumen en la Tabla 1.

Patdgeno Matriz Contaminada Tecnologia Tlemp'o.(,il TCID50
Exposicion
Stock puro Il Il 10%%ml
Petri 20 minutos 108/ml
Controles 30 minutos 108/ml
Texwipe (No-Tratamiento) | 20 minutos 1055/ml*
b 30 minutos 10%3/ml*
. 20 minutos 107/ml
SARS-CoV-2 Petri Dust-Free . 71
30 minutos 107/ ml
(MWO000351) . 3 |*
Texwipe Dust-Free 20 minutos 10%/ml|
b 30 minutos 103/ml*
. o 20 minutos (45s)| 107¢/ml
Petri Nebulizacion ,
20 minutos (90s)| 107°9/ml
. o 20 minutos (45s) | 10%/ml*
Texwipe Nebulizacion :
P 20 minutos (90s) | 105%/ml*
Tab.1 Resultados de la experimentacion. La desviacion estandar calculada para el ensayo TCID50 es + 0,5%.
* El titulo reportado esta corregido por el factor de dilucién 1:10 (+1 log)
Reducciéon % del SARS-CoV-2
por medio de la tecnologia Dust Free
Confronto Petri Panno 20 minuti
0,00% 5 30 minuti
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Grafico.1% de reduccién de SARS-CoV-2 en placas de Petri y pafios Texwipe en comparacion
con el control relativo en los tiempos de 20 y 30 minutos de tratamiento Dust Free.
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La suspension pura de SARS-CoV-2 utilizada para las pruebas experimentales, mostré un titulo viral igual a
TCID50 10*° mL.

La suspension viral depositada en la placa de Petri y dejada bajo el BSCII utilizado como control positivo
mostré un titulo igual a TCID50 108/mL; el mismo volumen de suspension absorbido por el pafio Texwipe y
dejado bajo el BSCII para controlar el tratamiento en el pafio, mostré un titulo de TCID50 10%5/mL.

Al finalizar el tratamiento dentro de la cabina NEVOLA mediante tecnologia Dust-Free FC UNIT 3", los titulos
virales estimados en las soluciones depositadas en el interior de las placas de Petri y expuestas a la tecnologia
durante 20 y 30 minutos fueron respectivamente TCID50 107/mL y 107%/mL.

En comparacién con el tratamiento con la misma tecnologia en pafios Texwipe, los titulos virales obtenidos
fueron iguales a TCID50 102 / ml para ambos tiempos de exposicion.

Las suspensiones de SARS-CoV-2, tratadas con una solucion de cloruro de benzalconio al 4% nebulizada
dentro del dispositivo NEVOLA, mostraron un titulo de TCID50 1078 /mL y 107%/mL cuando se expusieron en
forma liquida dentro de las placas de Petri, respectivamente. para el tratamiento 1 (45 segundos de
nebulizacion) y el tratamiento 2 (90 segundos de nebulizacion y 20 minutos de exposicion); el titulo viral
alcanzé respectivamente los valores de DICT50 108/mL y 10>8/mL con las soluciones depositadas sobre un
pafio Texwipe y tratadas con la misma tecnologia nebulizadora para el tratamiento 1 (45 segundos de
nebulizacion) y el tratamiento 2 (90 segundos de nebulizacién y 20 minutos de exposicién).

La desviacion estandar calculada para el ensayo de titulacion viral (TCID50) fue del 0,5% (0,5 log).

Para cada ensayo individual (controles y tratamientos), no se observan diferencias significativas entre los
titulos virales obtenidos y los tiempos de latencia en el aire (controles) y exposicién a los tratamientos.

Los controles negativos de todas las placas utilizadas para los ensayos muestran un excelente estado de la
monocapa celular resultando bien tefiido y sin ningun efecto citopatico.

6.CONCLUSIONES

A frente del acuerdo estipulado entre la Universidad de Milan, concretamente entre el Departamento de
Ciencias Biomédicas y Clinicas "Luigi Sacco" y la empresa Air Control Srl (Pl 04805320969), se realizd6 un
protocolo de estudio destinado a evaluar la actividad viricida del dispositivo NEVOLA contra el SARS-CoV-2.
A partir de los analisis de los datos obtenidos experimentalmente, el dispositivo NEVOLA, cuando se utiliza
con activacién de la tecnologia Dust-Free FC UNIT 3, ha demostrado la capacidad de reducir la carga viral de
SARS-CoV-2 inoculado en fase liquida tanto en superficie como en un tejido.

La reduccion verificada en placa de Petri inoculada de SARS-CoV-2, expuesta al aire tratado durante 20
minutos en un volumen de 2,13 m3, mostré una reduccién de 1,0 log (90,0%) mayor que la reduccién natural
del virus verificado en la prueba de control, realizada en las mismas condiciones, pero sin tecnologia Dust
Free.

La reduccion verificada en la tela compuesta por 45% de poliéster y 55% de celulosa, inoculada con SARS-
CoV-2, expuesta al aire tratado durante 20 minutos en un volumen de 2,13 m3, en cambio mostré una
reduccion de 2,5 log (99,7%) mayor que la reduccién natural del virus verificado en la prueba de control,
realizada en las mismas condiciones, pero sin tecnologia Dust Free.

El ventilador utilizado tiene un caudal de aire de 35 mch.

En las condiciones experimentales evaluadas, la tecnologia de vapor con nebulizacién de una solucién de
cloruro de benzalconio al 4% aplicada al dispositivo NEVOLA no muestra resultados apreciables en cuanto a
reduccion del titulo viral. Mas estudios en profundidad de la combinacién de la tecnologia de nebulizacion y
el dispositivo NEVOLA son necesarios para la mejora del tratamiento contra el SARS-CoV-2
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