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SARS-CoV-2 USA-CA1/2020

KUNDE: NOVAERUS
PROJEKT: AEROSOLE IM RAUM

PRODUKT: NV1050

CAP LIZENZNR.: 886029801
CLIA LIZENZNR.: 05D0955926

STATE ID: CLF 00324630

ZU TESTENDES VIRUS: SARS-CoV-2 USA-CA1/2020
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ABSTRACT: WIRKSAMKEIT DES NOVAERUS-GERATES NV1050™ GEGEN AEROSOLISIERTES SARS-CoV-2

Hintergrund: Mit dieser In-vitro-Studie sollte die Wirksamkeit des Gerates NV1050™ untersucht werden.
Bei dem Produkt handelt es sich um einen auf dem Markt erhaltlichen medizinischen Umluftreiniger, der
von NOVAERUS/WELLAIR hergestellt wird. Der NV1050™ wurde fur die freistehende Aufstellung in einem
Raum konzipiert, um wahrend des Betriebs die Konzentration von Krankheitserregern in der Luft zu
verringern. Dieser Test wurde mit dem Krankheitserreger SARS-CoV-2 USA-CA1/2020 durchgefiihrt, der
COVID-19 auslost. Das Coronavirus kann sich Gber die Luft und durch das Beriihren von Oberflachen
ausbreiten. Es besteht ein Bedarf fir Luftreinigungsgerate, die nachweislich in der Lage sind, infektiose
Krankheitserreger in der Luft zu verringern und somit das Risiko zu reduzieren, dass sich Menschen
infizieren und das Virus Gbertragen. NOVAERUS lieferte fiir den Test einen einsatzbereiten,
freistehenden NV1050™. Die Testverfahren wurden gemal} den internen Standardarbeitsanweisungen
flr Tests mit viralen Krankheitserregern in Aerosolen und die anschlieRende Dekontamination
durchgefiihrt. Alle internen Standardarbeitsanweisungen und Prozesse folgen den GCLP-Richtlinien und -
Empfehlungen fir gute klinische Laborpraxis.

ZUR VERFUGUNG GESTELLTES GERAT:

HERSTELLER: NOVAERUS

MODELL: NV1050™

SERIENNR. NV1050-US20073100137

GERAT NV1050™:

Das Gerat wurde vom Hersteller einsatzbereit an das Labor geliefert und bei Ankunft auf
Schaden lberprift. Vor Beginn des Tests wurde mit dem NV1050™ ein mehr als dreistiindiger Probelauf
in einer abgedichteten Bioaerosolkammer durchgefiihrt, um eine ordnungsgemale Funktion des Gerats
sicherzustellen. Bei der Bioaerosolkammer handelte es sich um dieselbe BSL3-Kammer, die auch fiir den
Test mit dem Virus verwendet wurde.
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PRUFKAMMER FUR DEN VIRUSTEST:

Bei der Prifkammer handelte es sich um eine groRe, abgedichtete Luftvolumenprifkammer
der biologischen Schutzstufe BSL3 mit Metallwanden und einem Epoxydboden. Die Kammer war so
konzipiert, dass sie vollstdndig von der duReren Umgebung abgedichtet war, um eine potenzielle
Freisetzung von Prifmitteln in die Atmosphare zu verhindern. Die Priiffkammer war mit
4 abgedichteten Sichtfenstern und einer verschlieBbaren Kammertir fir den Ein- und Austritt
ausgestattet. Die Gesamtabmessungen der Priifkammer betrugen etwa 8 x 8 x 20 Full
(2,44 x 2,44 x 6,10 m) mit einem Gesamtverdrangungsvolumen von 1.280 Kubikful® (36,24 m3).
Basierend auf dem KubikfuBvolumen enthielt die Kammer 36.245,56 Liter Luft.

Die Priiffkammer war mit HEPA-gefilterten Einldassen und Ausldssen ausgestattet, gepaart mit
einem aktiven UV-C-System in allen Leitungen. Die Luftfeuchtigkeit und Temperatur in der Kammer
wurden mithilfe eines kalibrierten, drahtlosen Gerats liberwacht. Fir die Probennahme war die
Kammer entlang der Mittellinie des Raums mit 4 Sonden ausgestattet, die 24 Zoll (60,96 cm) von der
Decke herunterragten. Jedes Sondenrohr war mit einem programmierbaren Gilian 10i-System mit
Probennahmekassetten der Chargennummer 19766 von Sensidyne verbunden. In der Mitte der
20 Ful’ (6,10 m) langen Wand gegeniiber von den Eintrittstliren befand sich ein einzelner
Bioaerosolverneblungsanschluss. Die Verteilungsoffnung ragte 24 Zoll (60,96 cm) aus der Wand
heraus und war an ein programmierbares Kompressorverneblersystem angeschlossen.

Vor dem Test wurde die Kammer unter Druck auf undichte Stellen gepriift, und es wurden
Sichtkontrollen mit einem Farbrauchgerat durchgefiihrt. Zur Bestatigung der Arbeitsbedingungen
wurde verifiziert, dass alle Kammerdichtungen funktionieren, und es wurden alle Gerate einer
Funktionspriifung unterzogen. Bei kalibrierten Geraten wurden zur Bestatigung des Betriebszustands
die Kalibrationsberichte Gberpruft.
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TESTUMGEBUNG:

ZUSAMMENFASSUNG DES VERSUCHS:

Vor dem ersten Kontrolltest und nach jedem Probelauf wurde der Testbereich nach den
internen Verfahren dekontaminiert und vorbereitet.

Alle Tests fanden bei einer Temperatur von circa 73 °F +/- 2 °F bzw. 22,8 °C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 51 % statt.

Die relative Luftfeuchtigkeit und die Temperatur wurden wahrend aller Tests in zwei
Abschnitten der Kammer gemessen, um zu verifizieren, dass an beiden Seiten keine
Abweichungen von mehr als 3 % vorlagen.

Der NV1050™ wurde fir jeden Virentest in der Mitte des Raums aufgestellt.

Die Luftprobennehmer wurden am 3. September 2020 vom Hersteller kalibriert und auf eine
Standardstrémung von 5,02 |/min eingestellt. In den Kalibrierungsprotokollen ist eine
Toleranz von 0,20 % angegeben.

Fir alle Probennahmevolumina wurden 30-minitige Luftentnahmen eingestellt.

Vor der Verneblung wurden kleinvolumige Mischventilatoren eingeschaltet, um fir
homogene Konzentrationen in der Prifkammer zu sorgen.
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e Die Mischventilatoren blieben eingeschaltet und waren in einem 45-Grad-Winkel
positioniert, um die Bioaerosol-Suspension zu férdern und die nattrliche
Sinkgeschwindigkeit der Partikel zu reduzieren.

Die Verneblung wurde bei den Kontroll- und Virentests in gleicher Weise durchgefiihrt.
Die Probenkassetten wurden nach jedem Zeitpunkt manuell aus dem Sammelsystem
entnommen, gelagert und durch neue Kassetten ersetzt.

® Nach der Entnahme der Kassetten zu jedem Zeitpunkt wurden die Kassettensatze in eine
angrenzende Bio-Sicherheistwerkbank gebracht und gepoolt.

e Eswurden 2 Kontrollen und 3 Virentests nach dem gleichen Verfahren durchgefihrt.

ERZEUGUNG VON BIOAEROSOLEN:

Fir die Kontrolle und die viralen Tests wurde der Vernebler jeweils mit der gleichen Menge an
Virenmaterial (4,02 x 1076 TCID50 je ml) gefillt und mit einer Stromungsrate von 1 ml/min fir
25 Minuten vernebelt. Der Vernebler wurde mit unbehandelter Luft aus der Umgebung vor Ort
betrieben. Nach Abschluss jedes Tests wurde das verbleibende Virenvolumen des Verneblers gewogen,
um zu bestatigen, dass die gleiche Menge an Virusmaterial vernebelt wurde.

BIOAEROSOLPROBENNAHME:

Zur Luftprobennahme wurden 4 verschiedene programmierbare Gillian 10i Vakuumgerate
verwendet. Die Luftprobennehmer wurden im September 2020 vom Hersteller kalibriert und die
Nachweise vor der Verwendung Gberprift. Die Luftprobennahmen wurden vor der Verwendung mit
einem Gilian Gilibrators 2 SN- 200700-12 und einem High-Flow-Blasengenerator SN-2009012-H verifiziert.
Die Luftprobennehmer wurden zusammen mit herausnehmbaren versiegelten Kassetten betrieben,
die nach jedem Probennahmezeitpunkt entnommen wurden. In den Kassetten befand sich eine
empfindliche Filterscheibe zur Virusprobennahme. Mit jedem Luftnehmer wurden etwa 25 Liter Luft je
Zeitpunkt entnommen.

HINTERGRUND ZUM VIRENSTAMM:

Das folgende Reagenz wurde von den Centers for Disease Control and Prevention, einer
Behorde des US-amerikanischen Gesundheitsministeriums, hinterlegt und tGber BEI Ressources, BIAID,
NIH bezogen: SARS-Related Coronaviurs 2, Isolat USA-CA1/2020, NR- 52382.
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NACH DER DEKONTAMINATION:

Nach Abschluss jedes Virentests wurde das UV-System in der Priitkammer fiir 30 Minuten

aktiviert. Nach 30 Minuten UV-Bestrahlung wurde die Kammer mit einer Wasserstoffperoxid-
Gasmischung vernebelt, gefolgt von einer 30-minitigen Luftspllung. Die gesamte Testausristung wurde
am Ende jedes Tages mit einer 70%igen Alkohollésung gereinigt. Die Probennahmeleitungen wurden

30 Minuten lang in einer Bleichbadmischung eingeweicht und dann wiederholt mit deionisiertem
Wasser gespllt. Vernebler und Vakuumnahmepumpen wurden mit Wasserstoffperoxydmischungen
dekontaminiert.

TCIDS0-VERFAHREN:

Materialien und Ausriistung:

Zertifizierte biologische Sicherheitswerkbank

Mikropipette und sterile aerosolresistente Spitzen fiir den Einmalgebrauch — 20 ul, 200 pl,
1.000 pl.

Inverses Mikroskop

Verdiinnungsrohrchen

Hamozytometer mit Deckglas

Zellmedien fir die Infektion

Fir die Zelllinie geeignetes Wachstumsmedium

0,4%ige Trypanblau-Losung

Mit 70%igem Isopropylalkohol getrankte flusenfreie Tlicher

Auf 37 °C oder 34 °C oder eine andere indizierte Temperatur eingestellter CO:z Inkubator.

Verfahren:

1. Einen Tag vor der Infektion werden Schalen mit 96 Vertiefungen durch das Beimpfen jeder
Vertiefung mit Vero E6-Zellen in DMEM plus 7,5 % fotalem Kalberserum (FKS), 4mM
Glutamin und Antibiotika vorbereitet.

2. Am Tag der Infektion werden die Virenproben in PBS verdiinnt.

3. Es wird eine Reihe von Verdinnungen der urspriinglichen Virenprobe im Verhaltnis 1:10
hergestellt, das erste Rohrchen mit 2,0 ml PBS und die folgenden mit 1,8 ml.

4. Die Virenproben werden auf einem Vortex-Mischer durchmischt und 20 pl in das erste
Roéhrchen lberfiihrt, dann auf dem Vortex-Mischer durchmischt und die Spitze entsorgt.

5. Mit einer neuen Spitze werden die nachfolgenden Proben seriell verdiinnt und 200 pl Gberfihrt.
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Zugabe der Virusverdiinnungen zu den Zellen:

1. Die Deckel der 96-Well-Platte werden beschriftet. Hierfiir wird ein Raster aufgezeichnet,
in dem jeweils 4 Kavitdaten zusammengefasst sind. Jedes Raster wird entsprechend der
Virenprobe nummeriert und die Reihen der Platte entsprechend der zugegebenen
Verdiinnung gekennzeichnet.

2. Auf jeder Platte werden 4 negative Kavitaten eingeschlossen, die nicht infiziert werden.

3. Das Medium wird in jeder Kavitat bis auf 0,1 ml durch Vakuumabsaugung entfernt.

4. Ausgehend von der am starksten verdiinnten Probe wird in jede der vierfachen Kavitaten
0,1 ml dieser Virusverdliinnung gegeben.

5. JeVerdinnung werden 4 Kavitdten rickwarts infiziert.

6. Dann wird das Virus fur 2 Stunden bei 37 °C von den Zellen absorbiert.

7. Nach der Absorption wird das Virusimpfmaterial entfernt. Beginnend mit dem am starksten
Verdiinnten wird riickwarts gearbeitet.

8. In jede Kavitat werden vorsichtig 0,5 ml Infektionsmedium gegeben, ohne die Kavitdten dabei
mit der Pipette zu berlhren.

9. Die Platten werden bei 37 °C aufgestellt und der CPE mit dem inversen Mikroskop tber
einen Zeitraum von 1 bis 4 Wochen iberwacht.

10. Die Anzahl positiver und negativer Kavitaten wird aufgezeichnet.

KONTROLLE:

In der Kammer wurden zwei Kontrolltests ohne den NV1050™ durchgefiihrt. Genauso wie bei
den Virentests wurden 30 Minuten nach Abschluss der Verneblung Kontrollproben genommen. Die
Methoden zur Verneblung von viralen Medien und zur Probennahme waren die gleichen wie beim
Virentest. Der Kontrolltest diente als Vergleichsbasis, um die Virenreduktion beim Betrieb des NV1050™
wahrend der Tests bewerten und Berechnungen zur Nettoreduktion durchfiihren zu kénnen. Wahrend
der Kontrolle wurden in jeder Ecke der Prifkammer vier kleinvolumige Ventilatoren betrieben, um eine
homogene Durchmischung der Luft zu gewahrleisten. Die Temperatur und die relative Luftfeuchtigkeit
wurden wahrend der Kontrolle Gberwacht. Vor der Durchfiihrung des Virentests wurde bestatigt, dass
Temperatur und Luftfeuchtigkeit im relativen Bereich zur Kontrolle lagen (+/- 5 %).

VIRENTEST:

Um die Wirksamkeit des NV1050™ zu priifen, wurde der zu testende Krankheitserreger SARS-CoV-
2 USA-CA1/2020 verwendet. Wahrend des Tests wurde der Kammerdruck Giberwacht, um sicherzugehen,
dass die Kammer in keinem Abschnitt undicht ist. Die Bioaerosol-Wirksamkeitsprifung wurde in drei
verschiedenen Versuchen mit dem aktiven Krankheitserreger durchgefiihrt, um Ausgangsdaten zu
generieren. Der NV1050™ wurde bei jedem Virentest an der gleichen Stelle aufgestellt und auf die gleiche
Weise betrieben. Wahrend der gesamten Kontrolle und des gesamten Virenerregertests kamen vier
kleinvolumige Mischventilatoren zum Einsatz. Die Probennahme erfolgte 30 Minuten nach Beendigung
der Verneblung. Die Probennahme erfolgte mithilfe von 4 automatischen Luftprobennehmern, die bei
jeder Entnahme gleichzeitig betrieben wurden. Die Probennehmer wurden so voreingestellt, dass sie
automatisch 30 Minuten nach Probennahme abgeschaltet werden. Um so viele Krankheitserreger wie
moglich abzufangen und flr maximale Stabilitdt zu sorgen, wurden die Probennahmen mit Geraten
durchgefiihrt, deren Filter mit viralen Medien beschichtet waren. Die entnommenen Proben wurden nach
jedem Entnahmezeitpunkt dem Laborpersonal zum Poolen zur Verfligung gestellt.
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VIRUSMATERIAL: SARS-CoV-2 USA-CA1/2020 (BEI NR-52382)

BIZ2ANALYSIS

TEST SPEZIFIKATIONEN ERGEBNISSE
Identifizierung durch Infektiositat in Abrundung der Zellen und Abrundung der Zellen und
Vero 6-Zellen Loslosung Loslosung

Sequenzierung der nachsten
Generation (Next Generation
Sequencing, NGS) des
kompletten Genoms mit der
lumina® iSeq™ 100 Plattform

(etwa 940 Nukleotide)

> 98 % identisch mit SARS-
CoV-2, Isolat USA- CA1/2020
GenBank: MN994467.1

2 98 % identisch mit SARS-
CoV-2, Stamm
FDAARGOS_983, Isolat
USA-CA1/2020

GenBank: MT246667.1

99,9 % identisch mit SARS-CoV-
2, Isolat USA-CA1/2020
GenBank: MN994467.1

100 % identisch mit SARS-
CoV-2, Stamm
FDAARGOS_ 983 Isolat
USA-CA1/2020

GenBank: MT246667.1

durch zytopathischen Effekt

Titer mittels TCID50 in Vero E6-Zellen

Berichtsergebnisse

2,8 x 1075 TCID50 pro ml in
5 Tagen bei 37 °Cund 5 % CO2

Sterilitat (21-tdgige Inkubation)
Harpos HTYE Bouillon, aerob
Trypticase-Soja-Bouillon, aerob
Sabouraud-Bouillon, aerob
Schafblutagar, aerob
Schafblutagar, anaerob
Thioglycolat-Bouillon, anaerob
DMEM mit 10 % FKS

Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum

Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum

Sterilitat (21-tdgige Inkubation)
Harpos HTYE Bouillon, aerob
Trypticase-Soja-Bouillon, aerob
Sabouraud-Bouillon, aerob
Schafblutagar, aerob
Schafblutagar, anaerob

Thioglycolat-Bouillon, anaerob
DMEM mit 10 % FKS

Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum

Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum
Kein Wachstum

Mycoplasma-Kontamination
Kulturen auf Agar und Bouillon
DNA-Nachweis durch PCR oder
extrahierte
Testmittel-Nukleinsdure

Kein Nachweis
Kein Nachweis

Kein Nachweis
Kein Nachweis
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Aerosolisierung des Virusmediums:

Die Kontrollproben wurden auf die gleiche Weise wie der Virentest zu den gleichen Zeitpunkten
und mit der gleichen Entnahmerate durchgefiihrt. Fiir diesen Versuch wurde Virusmaterial von SARS-
CoV-2 USA-CA1/2020 mit einer Konzentration von 4,02 x 1076 TCID50/ml verwendet.

ERGEBNISSE:

SARS-CoV-2-Neutralisierung

1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03

TCID50/ml

1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00
0 Minuten 30 Minuten

Kontrolllauf 1 4,02E+06 2,12E+06
Kontrolllauf 2 4,02E+06 2,08E+06
= Versuch 1 4,02E+06 120
Versuch 2 4,02E+06 120
Versuch 3 4,02E+06 120

Expositionszeit

Logl10-Reduktion nach 30 Minuten: 4,53

Reduktion in Prozent nach 30 Minuten: 99,997 %
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SCHLUSSFOLGERUNGEN:

Der NV1050™ entspricht den Spezifikationen des Herstellers und zeigte eine deutliche
Reduktion des aktiven Virus nach 30-minitiger Exposition gegeniber der Aerosolform. Das lebende
SARS-CoV-2-Virus war nach 30 Minuten nicht mehr nachweisbar (die Werte lagen unter der
Quantifizierungsgrenze von 120 TCID50/ml).

Es wurden alle Anstrengungen unternommen, um eine reale Umgebung in der Kammer zu
simulieren, wobei die besonderen VorsichtsmalRnahmen bei der Arbeit mit einem Erreger der
Biosicherheitsstufe 3 beriicksichtigt wurden. Unter Berlicksichtigung der Ausgangskonzentration des
aktiven SARS-CoV-2-Virus, des aerosolisierten Volumens und des beimpften Volumens war davon
auszugehen, dass die Wahrscheinlichkeit, in eine Umgebung mit dieser Menge an Erregern zu
gelangen, unter realen Bedingungen unwahrscheinlich ist.

Bei der Aerosolisierung von Krankheitserregern und der Probennahme dieser Erreger gibt es
Variablen, die nicht vollstandig berticksichtigt werden kdnnen, beispielsweise die Platzierung des
Erregers, das Entnahmevolumen, die Entnahmepunkte, die Abnahmerate, die Oberflachensattigung,
die Virusvernichtung beim Vernebeln und moglicherweise weitere. Es wurden alle Anstrengungen
unternommen, um diese Einschrankungen bei der Planung und Durchflihrung der Versuche zu
bericksichtigen. Diese Bemihungen spiegeln sich in der aussagekraftigen Wiederfindung des Virus in
der Kontrolle wider.

Unter Berlicksichtigung dieser Variablen wurde mit dem NV1050™ in den ersten 30 Minuten ein
grofSer Teil der Viren entfernt. Die Reduzierung in der Luft war signifikant und entsprach den
Angaben des Herstellers. Insgesamt zeigte der NV1050™ eine deutliche Wirksamkeit bei der
Entfernung von SARS-CoV-2 USA-CA1/2020 aus der Atemluft.

Haftungsausschluss

Das Labor Innovative BioAnalysis, Inc. (“Innovative Bioanalysis”) ist nicht von der United States Environmental Protection
Agency (US-Umweltschutzbehorde) zertifiziert oder lizenziert und macht keine Angaben zu Gerdteemissionen in Bezug auf
Ozon, reaktive Sauerstoffspezies, fliichtige organische Verbindungen oder Nebenprodukte eines NV1050™. Innovative
Bioanalysis Ubernimmt keine Garantie fiir die Gesamtwirksamkeit eines NV1050™. Die Versuchsergebnisse beziehen sich
ausschlieRlich auf das in der Studie verwendete Gerat mit der Seriennummer: NV1050- US20073100137. Die Ergebnisse sind
nur reprasentativ fir den in diesem Bericht beschriebenen Versuchsaufbau. Innovative Bioanalysis Gbernimmt keine Garantie
fur die Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse angesichts der moglichen Variationen der Versuchsergebnisse, selbst wenn
die Testumgebung, der Virenstamm, die Entnahmemethode, Beimpfung, Verneblung, die viralen Medien, der Zelltyp und das
Kulturverfahren identisch sind. Innovative BioAnalysis ibernimmt keine Garantie gegeniiber Dritten und Gibernimmt keine
Verantwortung fiir Folgen, die sich aus der Verwendung der Versuchsergebnisse oder dem Vertrauen auf diese durch
Dritte ergeben.
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