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Referente: Laudo TESTE VIRUCIDA- PW Clean
Vimos por meio desta enviar o relatério do ensaio virucida realizada neste laboratério.

1) Produto:
PW Clean- Limpeza automotiva ar condicionado
Fab: 03/2021
Val: 03/2024
Principio ativo: Triclosan e quaternario de aménia

Data chegada ao laboratério: 13/04/2021
Data leitura e resultado: 01/07/2021

2) Condigdes experimentais

Temperatura do ensaio 22°C+/-1°C.
Concentragao do produto Puro/100%
Controle de citotoxicidade Teste in vitro na linhagem celular para a “Determinacao

da Dose Maxima Nao Toxica (DMTD)”, para definir a
concentracdo que ndo causa toxicidade as células.

Controle de neutralizagdo DMEM + 5% soro fetal bovino a 4 °C.
Controle virucida Formaldeido a 0,7%.

Temperatura de incubagdo 37 °C + 5% de atmosfera de CO2.
Tempo de incubagdo 48h apods periodo de adsorcao.
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Virus testado: Coronavirus cepa MHV-3, Género Betacoronavirus (mesmo género e familia

das espécies SARS-CoV-1, SARS-CoV-2/COVID19 e MERS)
Virus Linhagens Celulares
Coronavirus MHV-3 L929 NCTC clone 929 [L cell, L-929, derivative of Strain L] (ATCC®
CCL-1™)
3) Procedimento experimental:

a)

b)

d)

Os ensaios foram realizados em laboratério NB-2 (Biosafety Level 2) seguindo as
Recomendagdes da ANVISA Art. 1 e Art. 3da IN 04/13 e IN 12/16 e metodologias descritas
nas normas (EN14476:2019 e ASTM E1053).

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.

A titulagdo do Coronavirus (Cepa MHV-3) foi realizada de acordo com o método DICTsg
(Doses Infectantes de Cultivos Tecidos 50%). DiluicGes sequenciais do virus na base 10
foram realizadas em quadruplicata, em microplacas 96 orificios estéreis. A seguir foram
adicionadas as células L929 com uma concentracdo de 2 x 10° células/orificio, contados
através do equipamento Cell Counter R1, Olympus.

Apds 48 horas de incubagao em Estufa com 5% de CO, a 37°C verifica-se o efeito citopatico

(ECP) da infecgdo viral, em comparagcao com controle celular e controle viral.

O PW Clean foi testado in vitro na linhagem celular 929 para a “Determinacdo da Dose
Mdxima Ndo Téxica (DMTD)”, para definir a concentracdo que ndo causa toxicidade as

células.
Apbs a verificacdo da DMTD, o produto PW Clean foi homogeneizado e misturado ao virus

e posteriormente submetido a diferentes tempos de contato. Cada tempo de contato

(virus e produto) foi titulado (1071 a 10710) em quatro repeticdes, onde foram pipetados
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100 pL em microplacas de 96 orificios, e a seguir foram inoculadas sobre a monocamada

de células permissivas (L929) previamente preparadas em microplacas de 96 orificios.

e) O mesmo procedimento foi realizado com Formaldeido a 0,7%, para testar a eficacia

virucida.

f) As microplacas com o Produto (diferentes tempos), virus e sistema celular foram
incubadas a 37°C em Estufa com 5% de CO> durante 48 horas.
Ap6s o periodo de incubacgdo as placas foram lidas através do Microscépio Otico Invertido
na busca do Efeito Citopatico (ECP) caracteristico do virus (verifica-se a falta ou ndo do
efeito citopatico da infecgdo viral) e os titulos foram calculados com base no método de
Reed and Muench, 1938.
Por fim, os resultados sdo expressos em percentual inativacdo viral (Tabela 1) em

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

Resumo/Controles:

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

e Controle de virus: Titulagdo 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.

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

Tabela 1 - Os resultados sdao expressos em percentual de inativagdo viral em comparacao
com o controle viral ndo tratado:

Log de Redugdo Fator de Redugdo Percentual de Inativacdo/Redugio
1 10 90%
2 100 99%
3 1000 99,9%
4 10.000 99,99%
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. Resultados dos titulos virais, Controle (PBS) e controle virucida Formaldeido a 0,7%
(unidade log10TCIDso/ml).

Virus Titulo Viral Controle virucida
(Formaldeido a 0,7%)
Coronavirus MHV-3 8,25 2,00

Tabela 3 - Resultados do produto “PW Clean” testado em diferentes tempos com o
Coronavirus (Cepa MHV-3).

Produto Tempos Percentual inativagao viral
(Tabela 1)
Coronavirus (MHV-3)
PW Clean- Limpeza 1 minuto 99 % de inativagao viral
automotiva ar 5 minutos 99 % de inativagao viral
condicionado 15 minutos 99,9 % de inativacdo viral
7 dias 99 % de inativagao viral
LONG LASTING 15 dias 99 % de inativagao viral
30 dias 99 % de inativacao viral

5) Conclusées:

e O produto PW Clean demonstrou atividade de inativacdo em todos os tempos
analisados, de até 99,9%, e, portanto, recomendamos o uso para os virus do grupo
Coronavirus.

e Produto PW Clean no ensaio long Lasting mostrou atividade antiviral até 30 dias.

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