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DETERMINACION DEL EFECTO DEL DISPOSITIVO DuctFIT® FRENTE A SARS-CoV-2
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Evaluar la capacidad del dispositivo DuctFIT® de la empresa CleanAir para inactivar SARS-
CoV-2 (severe acute respiratory sindrome coronavirus 2), agente causante de la enfermedad
COVID-19 (coronavirus disease 2019)
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DISPOSITIVO DuctFIT® incluido en un equipo de ventilacion

El dispositivo consiste en una unidad DuctFIT® instalada en un conducto de aire acondicionado con un
ventilador para simular u equipo instalado en un sistema de aire acondicionado en un entorno real.
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Fotos: Dispositivo DuctFIT® utilizado

DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

Determinar la inactivacion de SARS-CoV-2 expuesto a un equipo DuctFIT® dentro de una cabina de
seguridad microbioldgica. La exposicion se realiza a diferentes tiempos (5 min, 15 min, 30 min, 1h y 3h),
comparando con una preparacion de SARS-CoV-2 que no se expone a los efectos del equipo DuctFIT®.
Experimento realizado en un laboratorio de alta seguridad biolégica de nivel 3 (BSL3).

Cepa de virus: SARS-CoV-2 MADG, un aislado espafiol de referencia cuya secuencia genémica es
idéntica al aislado SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 (GenBank MN908947), excepto una mutacion silenciosa
C3037T y dos mutaciones que dan lugar a cambios de aminoacido, C14408T (proteina nsp12) y
A23403G (proteina S).

Linea celular: Vero E6 (ATCC No. CRL-1586), linea celular epitelial derivada del riién de un mono verde
africano y susceptible a SARS-CoV-2. Crecidas en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
suplementado con 10% suero fetal de ternera (FBS). Los ensayos y las infecciones con SARS-CoV-2 se
realizan en DMEM 2% FBS.

Cabinas de seguridad biolégica (CSB) contiguas en laboratorio BSL3:
CSB A, con DuctFIT® en el interior.
CSB B, sin DuctFIT® en el interior.

Encender el DuctFIT® 1 h antes de iniciar la exposiciéon en la CSB A.

Preparar el inéculo viral: 25 ml (5 ml SARS-CoV-2 MADG stock, 5x10° pfu/ml).



Fotos: Preparacion de los carriers en la Cabina B

Preparar los carriers (P100 con la superficie tratada para cultivo celular) en triplicado, 20 min antes de la
exposicion en la CSB B:

e 3xCO

e 3xT1A+3xT1B
e 3xT2A+3xT2B
e 3xT3A+3xT3B

Se afade a cada carrier 1.1 ml de inéculo (aprox. 10° pfu) y dejar secar con tapa abierta durante 20 min.
Transcurrido ese tiempo (t=0, CO):

3xT1A+3 x T2A + 3 x T3A: se pasan a la CSB A.

3 x CO: se recogen en 2,2 ml de DMEM 2% FBS, se dividen en 2 tubos y se mantienen en hielo.

Fotos: Disposicion de los carriers en la Cabina A durante el tratamiento, y aspecto de la solucién tras 30
min.

Diferentes tiempos de exposiciéon a DuctFIT®: se recogen triplicados en 2,2 ml de DMEM 2% FBS cada
uno, se dividen en 2 tubos y se mantienen en hielo hasta su titulacion. Tras la titulacion todas las
muestras se congelan a -80°C.

Titulacion de SARS-CoV-2 en multiwell 12 pocillos sembradas dos dias antes con células Vero E6, con
un 90% confluencia en el momento de la titulacién. Se anade a la monocapa celular 250 ul de inéculo de
las diluciones preparadas. Tras 2h de adsorcion se retira el indculo y se afade 1 ml de DMEM 2% FBS y
1% carboximetil celulosa. Tras 3 d de incubacién a 37°C se fijan (2% parformaldehido) y se tifien con
cristal violeta. Se determina el titulo de SARS-CoV-2 en base a la aparicion de placas de lisis, y se
expresa en unidades formadoras de placa (pfu) / ml.
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CLEANAIR ENSAYO #1 (CA-01)

Fecha: 05/02/2021
Virus: SARS-CoV-2 MADG stock, 5x10° pfu/ml.
Tiempos de exposicién: 0 (C0), 0.5 (T1), 1(T2) y 3 (T3) h.

Nomenclatura de muestras:
e CO0= 0 min (control de recuperacién de virus inicial)
e T1=30 min
e T2=60 min
e T3=180 min
A indica CSB A con exposicion a DuctFIT®.
B indica CSB B sin exposicion a DuctFIT®.
Triplicados enumerados de 1 a 3.

Disposicion de las muestras:

CSB

SARS-CoV-2 en

DMEM 2% FBS
11 ml)/'

a1
20 min secado
enCSB

ductFIT

GeE ~
GOC
(€E€le

GeE
GCE
GCE

csBB

Placas de lisis (pfu) visualizadas:

CA#01 co1 C02 C03
-1 arrasada arrasada arrasada
-2 incontable incontable incontable
-328/41 35/26 24/31
pfu/ml 138000,00 122000,00 110000,00
T1A1 T1A2 T1A3 TiB1 T1B2 T1B3
-1.0/0 0/0 0/0 arrasada arrasada arrasada
-2 0/0 0/0 0/0 muchas muchas muchas
-3 0/0 0/0 0/0 32/25 27/29 25/21
pfu/ml 0,00 0,00 0,00 pfu/ml 114000,00 112000,00 92000,00
T2A1 T2A2 T2A3 T2B1 T2B2 T2B3
-1 0/0 0/0 0/0 arrasada arrasada arrasada
-2 0/0 0/0 0/0 muchas muchas muchas
-3 0/0 0/0 0/0 19/8 16/18 15/16
pfu/ml 0,00 0,00 0,00 pfu/ml 54000,00 68000,00 62000,00
T3A1 T3A2 T3A3 T3B1 T3B2 T3B3
Directo 0/0 0/0 0/0 Arrasada Arrasada Arrasada
-1.0/0 0/0 0/0 Incontables Incontables Incontables
-2 0/0 0/0 0/0 52/38 48/60 44/48
pfu/ml 0,00 0,00 0,00 pfu/ml 18000,00 21600,00 18400,00
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De estos datos se deducen los siguientes titulos virales (media tdesviacion estandar)

CA#01 0 30 min 60 min 180 min
Cco T1B T1A T2B T2A T3B T3A
pfu/ml 1,23+£0,14 x 10° | 1,06+0,12 x 105> | 040 6,13+£0,7 x 10* | 0+0 1,93+0,2 x 10* | 0+0

(mediatdvst)

1E+06

1E+05

1E+04

pfu/mi

1E+403

1E402

1E+01

CAH1 control
. ductFIT

co TiB T1A T2B T2A 3B T3A

0 30 60 180 min

Limite de deteccién: 2x10? pfu/ml.

Porcentaje de inactivacién de SARS-CoV-2

30 min >99.8%

1h >99.6%
3h >98.9%

Se realiza un segundo experimento con tiempos de exposicion mas cortos.




CLEANAIR ENSAYO #2 (CA-2)

Fecha:12/02/2021
Virus: SARS-CoV-2 MAD6 stock (5x10° pfu/ml).
Tiempos de exposicion: 0, 5 (T1), 15(T2) y 30 (T3) min.

Nomenclatura de muestras:

e CO0= 0 min (control de recuperacién de virus inicial)
e T1=05 min
e T2=15min
e T3=30 min

A indica CSB A con exposicion a DuctFIT®.
B indica CSB B sin exposicion a DuctFIT®.
Triplicados enumerados de 1 a 3.

Disposiciéon de las muestras misma que en CA-1:

CSB

SARS-CoV-2 en

DMEM 2% FBS
(1,1 ml/

x21
20 min secado
en CSB

ductFIT
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GOG
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eele
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Placas de lisis (pfu) visualizadas:
CA#02 co1 C02 Cco3
1,E+01 Arrasada Arrasada Arrasada
1,E+02 Arrasada Arrasada Arrasada

1,E+03 32/30 34/30 28/23
pfu/ml 124000,00 128000,00 102000,00
T1A1 T1A2 T1A3 T2A1 T2A2 T2A3 T3A1 T3A2 T3A3
1,E+00 Arrasada Arrasada Arrasada 20/30 muchas muchas 13/10 muchas muchas
1,E+01 incontables incontables incontables 4/1 13/9 %/13 0/0 19/26 14/20
1,E+02 31/23 34/30 32/30 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 4/3
pfu/ml 10800,00 12800,00 12400,00 100,00 440,00 105,00 46,00 940,00 680,00
T1B1 T1B2 T1iB3 T2B1 T2B2 T2B3 T3B1 T3B2 T3B3
1,E+01 Arrasada Arrasada Arrasada Arrasada Arrasada Arrasada Arrasada Arrasada Arrasada
1,E+02 Arrasada Arrasada Arrasada Arrasada Arrasada Arrasada Arrasada Arrasada Arrasada
1,E+03 27/20 29/27 23/24 30/37 37/37 37/23 40/37 28/23 31/26

94000,00 112000,00 94000,00 134000,00 148000,00 120000,00 154000,00 102000,00 114000,00



De estos datos se deducen los siguientes titulos virales (media tdesviacion estandar)

CA#02 0 5 min 15 min 30 min
Cco T1B T1A T2B T2A T3B T3A
pfu/ml 1,1840,14x10°% | 1+0,1x10° | 1,240,1x10* | 1,3440,14x10° | 2,15+1,95x102 | 1,23+0,27x105 | 5,5+4,6x102
(mediatdvst)
CA#H2 . control

1E+06

1E+05

1E+04

pfu/ml

1E+03

1E+02

1E+01

TiB

T1A

2B

. ductFIT

T2A T3B

T3A

Limite de deteccién: 20 pfu/ml.
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Porcentaje de inactivacién de SARS-CoV-2

5 min 88.0%

15 min 99.7
30 min 99.5

%
%

30 min




CONCLUSIONES

El sistema DuctFIT® inactiva la infectividad de SARS-CoV-2 eficientemente, en dos experimentos
independientes realizados.

No tratado Tratado

Dilucion SARS-CoV-2

Foto: Inactivacion de SARS-CoV-2. Placas de lisis observadas a diferentes diluciones del stock de virus, en
muestras no tratadas o tratadas con el sistema DuctFIT®. Se muestra como ejemplo el resultado obtenido
tras 30 min de exposicion en el experimento CA-1.

Tabla. Nivel de inactivacion de SARS-CoV-2

TIEMPO TRATAMIENTO INACTIVACION EXP. CA-2 INACTIVACION EXP. CA-1
5 min 88.0%

15 min 99.7%

30 min 99.5% >99.8%

1h >99.6%

3h >98.9%



