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1. INTRODUCCION

El 31 de diciembre de 2019, la Comisidn Municipal de Salud y Sanidad de Wuhan (Hubei, China)
informd sobre un grupo de 27 casos de neumonia de etiologia desconocida, con una exposicién
comun a un mercado mayorista de marisco, pescado y animales vivos en la ciudad de Wuhan. La
sintomatologia del primer caso se registrd el 8 de diciembre de 2019. El 7 de enero de 2020, se
identifico como agente causante del brote un nuevo tipo de virus de la familia Coronaviridae que
ha sido denominado SARS-CoV-2, cuya secuencia genética fue compartida por las autoridades
chinas el 12 de enero (1).

El dia 11 de marzo de 2020, la OMS declaré la COVID-19 como pandemia mundial. Desde el inicio de
la epidemia hasta la fecha de este informe se han alcanzado 129 millones de casos en todo el mundo,
con mas de 2,81 millones de fallecidos. En Espafia, se han alcanzado 3,28 millones de casos, con mas
de 75.000 fallecidos (1-4-2021).

Los coronavirus son virus zoonéticos, cuando afectan al ser humano (HCoV) pueden producir
cuadros clinicos que van desde el resfriado comun hasta otros mds graves como los producidos
por los virus del Sindrome Respiratorio Agudo Grave (por sus siglas en inglés, SARS) y del Sindrome
Respiratorio de Oriente Préoximo (MERS-CoV) (2)

La via de transmisién entre humanos de SARS CoV-2 parece similiar a SARS y MERS, a través de
las secreciones de personas infectadas, principalmente por inalacién o contacto con gotas
respiratorias en el rango de 5 micras (transmisién hasta 2 metros) y por contacto con las manos
o los fémites contaminados con estas secreciones, seguido del contacto con la mucosa de la boca,
nariz u ojos (3). Se ha comprobado que la permanencia de SARS-CoV-2 viable en aerosoles es de
unas 3 horas, y en superficies de cobre, cartén, acero inoxidable y plastico de 4, 24, 48 y 72 horas
respectivamente a una temeratura de 21-23 °C y un 40% de humedad relativa (4, 5). En
posteriores estudios se ha demostado como via mas probable de transmisién la inhalacién de
aerosoles contaminados finos o ultrafinos en espacios poco ventilados (6).

El periodo de incubacién mediano es de 5-6 dias, con un rango de 1 a 14 dias. El 97,5% de los casos
sintomaticos se desarrolla alos 11,5 dias tras la exposicion (7). El SARS-CoV-2 causa una patologia leve
o muy leve en el 80% de los infectados, mientras que en el resto de casos puede producir neumonia
de distinta gravedad asociada a fiebre, dolor de cabeza, tos seca y dificultad respiratoria, que puede
evolucionar hacia una inflamacidn exacerbada del pulmén y edema pulmonar. La enfermedad es mas
grave en pacientes de mayor edad, particularmente los que ya padecen otras patologias, como
enfermedades cardiovasculares, diabetes, enfermedad crénica respiratoria, infecciones por otros
virus respiratorios o hipertension y afecta a un niumero superior de hombres que de mujeres.
Mediante modelizacion se ha estimado una letalidad entre los casos hospitalizados del 14% (8) y en
el total de casos de entre 0,3y 1% (9).

La COVID-19 se ha caracterizado por una alta transmision intrahospitalaria. En Italia, se ha
estimado que el 20% de los trabajadores sanitarios que han dado respuesta a la epidemia se han
infectado en el plazo de un mes (9). En Espafia el 18,5% de los casos notificados han sido
trabajadores sanitarios, siendo significativamente mayor este porcentaje entre las mujeres que
entre los hombres (26 vs 10,2%) (11).

La magnitud de la pandemiay la alta transmisibilidad del virus han puesto a prueba a los sistemas
sanitarios de los paises mas afectados, produciéndose una crisis econédmica y social sin parangon
a nivel mundial. Por ello, no es solamente esencial la obtencidn de tratamientos eficaces mediante
inmiunizacidn y terapia, sino también, y no menos importante, la optimizacién de procesos de
desinfeccidon que sean capaces de eliminar los virus que se encuentren presentes en suspension
(aerosoles) y en superficies contaminadas con objeto de romper la cadena de infeccidn. Las areas



mads afectadas, donde se deben aplicar estos procesos son, por supuesto, las correspondientes al
ambito sanitario (hospitales, centros de salud, ambulancias), pero también el interior de cualquier
edificacién en la que se produzca una concurrencia del publico o de los trabajadores significativa
(edificios publicos, medios de transporte, centros de ensefianza, centros de trabajo, centros
comerciales, etc.).

Los coronavirus son virus con envuelta que en general son labiles, inactivandose tras la aplicacion
de la mayoria de los germicidas quimicos conocidos. En condiciones experimentales, el SARS-CoV-
2 reduce su carga microbioldgica inicial en 4-6 logio a los 5 minutos de aplicar lejia casera en
concentraciones de 1:49 y 1:99, etanol 70%, povidona yodada 7,5%, cloroxylenol 0,05%,
clorhexidina 0,05%, cloruro de benzalconio 0,1%, y solucidn de jabdn liquido en concentracién de
1:49 (5).

Sin embargo, aunque estas sustancias germicidas son muy efectivas, en la mayoria de los casos
son muy agresivas, tanto para el personal que realiza los procesos de desinfecciéon, como para
terceras personas, lo que obliga a realizar las descontaminaciones de drea utilizando equipos de
proteccién individual de alta gama y en ausencia de personal. Lo cual hace que dichos
procedimientos puedan ser peligrosos, complejos y lentos. Por otra parte, muchas de estas
sustancias pueden dafiar los materiales de revestimiento, lo que hace que se reduzca en gran
medida la gama de germicidas aptos para su utilizacion.

Una alternativa para solventar estos problemas es la peroxidacion del agua para su utilizacion
como un gremicida de superficies y materiales, sin la necesidad de utilizar otros germicidas que
puedan ser agresivos. En el proceso de peroxidacion mediante electrolisis se producen especies
reactivas oxidanes (cloritos, cloratos, perdxido de hidrégeno, etc.) a bajas concentraciones que
son estables y que confieren al agua asi tratada potencial germicida, pero con la gran ventaja de
gue esta agua no es agresiva para las personas, los materiales o el medio ambiente.

ActivH20 tiene la explotacién a nivel mundial y en exclusividad de esta tecnologia y lleva varios
anos desarrollando sus aplicaciones, habiendo realizado estudios previos enn diferentes ambitos:

— Desinfeccidn del agua de consumo humano, método alternativo a la cloracién
— Desinfeccidn del agua para actividades recreativas

— Eliminacién de fitopatdgenos en las aguas de riesgo

— Desinfeccidn de superficies mediante nebulizacién

- Generacién de vapor con actividad germicida para procesos industriales

- Mejora de la sanidad animal en diferentes especies de granja

- Lavado y desinfeccién de vegetales de consumno humano

— Desinfeccién de materiales en odontologia

— Desinfeccidn en instalaciones sanitrarias

Por otroa parte, también se han realizado diferentes pruebas para comprobar que el agua
peroxidada no produce dafos en los alimentos vegetales tratados o en la salud humana.

Por todo ello, se ha realizado el estudio que se presenta a continuacién para verificar el efecto
viricida del agua peroxidada sobre los coronavirus HCoV-229E y SARS-CoV-2, este ultimo agente
productor de la COVID-19.



2. OBIJETIVOS

Comprobar la efectividad desinfectante del agua electro-peroxidada ACTIVH,0O, frente a virus, en este
caso SARS-CoV-2, para el empleo del agua en la limpieza de superficies. Todas las pruebas con SARS-
CoV-2 se han realizado en el laboratorio de nivel 3 de contencidn biolégica (NCB3) del Centro Nacional
de Biotecnologia (CSIC) (CNB-CSIC) ya que dicho virus ha sido incluido en el grupo de riesgo 3 de
patégenos humanos por la Unidén Europea y por la Organizacién Mundial de la Salud.

Para el ajuste de la técnica, en primer lugar se han realizado ensayos de eficacia viricida utilizando el
alfa coronavirus humano HCoV-229E, perteneciente al grupo de riesgo 2 de patdgenos humanos, muy
similar en cuanto a estructura, pero menos peligroso que el SARS-CoV ya que produce el tipico cuadro
de catarro comun.

Los resultados obtenidos se plasman en este informe final, en el que queda determinada la
eficacia de este viricida, teniendo en cuenta las condiciones de ensayo utilizadas y que se indican
en esta memoria.

3. MATERIALES Y METODOS

En la metodologia que se expone se ha utilizado como base la norma UNE-EN 14476 14476:2014+A2
Antisépticos y desinfectantes quimicos. Ensayo cuantitativo de suspensién para la evaluacién de la
actividad viricida en medicina. Método de ensayo y requisitos (Fase2/Etapal) (12).

CONDICIONES EXPERIMENTALES GENERALES:

e Diluyente utilizado para la solucién de ensayo: agua destilada.
e Concentraciones de ensayo del agua electroperoxidada:
- 1lppm
- 10 ppm
- 20 ppm
Nota: se utiliza como referencia ppm de iones cloruro
e Reajuste de concentraciones de ensayo tras la obtencion de resultados preliminares:
- 1lppm
- 2ppm
- 4ppm
- 8ppm
Nota: se utiliza como referencia ppm de iones cloruro
e Tiempos de contacto:
0,5 minutos
- 1 minutos
- 5 minutos
e Temperatura de ensayo: temperatura ambiente, aproximadamente 202C
e Neutralizante de la reaccion: tiosulfato de sodio estéril en agua destilada, 4,5 g/L
e Identificacidn de los virus a ensayar y titulos iniciales:
- HCoV-229E, 2,5x10° ufp/ml
- SARS-CoV-2, 1,3x107 ufp/ml
Nota: suspensiones virales en medio DMEM con un 2% de suero fetal bovino (FBS).



Nota: a la vista de los resultados preliminares obtenidos, se decidié diluir las suspensiones
virales stock 1/10 en tampdn fosfato completo (PBS) para reducir el FBS al 0,2% ya que este
componente interferia el efecto viricida del agua electroperoxidada
e Lineas celulares a utilizar:
—  HCoV-229E: Huh-7
- SARS-CoV-2: VeroE6
e Medio de crecimiento: DMEM con un 10% de FBS
e Medio de mantenimiento para las titulaciones de los virus: DMEM con un 2% de FBS
e Temperatura de incubacién de los cultivos celulares:
—  Huh-7:37°C
- VeroE6: 322C

CONDICIONES EXPERIMENTALES CON HCOV-229E:

Al tratarse de un patégeno humano perteneciente al Grupo de riesgo 2, todas las operaciones se
realizaran en uno de los laboratorios de nivel 2 de contencién bioldgica (NCB2) del CNB. Todas las
fases de los ensayos que implicaron la utilizacién de virus viables se realizaron en cabina de
bioseguridad y se siguieron las normas especificas para este nivel de contencidn dictadas en el Manual
de Seguridad e Higiene del CNB.

CONDICIONES EXPERIMENTALES CON SARS-CoV-2:

El SARS-CoV-2 ha sido asimilado por la OMS al Grupo de riesgo 3 de patdgenos humanos y hasido
clasificado recientemente por la Unidn Europea en el mismo grupo. Por tanto, todas las operaciones
se realizaron en el laboratorio de nivel 3 de contencidn bioldgica (NCB3) del CNB. Debido a la elevada
transmisibilidad del virus a través de aerosoles, se extremaron las precauciones en cuanto a
contencion y equipamiento de proteccién individual y colectiva. Se siguieron las normas dictadas en
el Reglamento de funcionamiento y en el Plan de emergencias especificos de este laboratorio.

PREPARACION DE STOCKS VIRALES CON TiTULO CONOCIDO

Amplificacion de células HuH7 (hepoatocarcinoma humano) para HCoV-229E y de células VeroE6
(de rifidn de mono verde africano) para SARS-CoV-2:

Se inocularan cultivos confluentes de células a multiplicidad de infecciéon 0.01 en un volumen de 20
ml de medio en frascos cerrados F175 (175 cm? de superficie). El medio utilizado es DMEM
suplementado con un 2% de suero fetal bovino (FBS). Las células se incubaran a 32°C para HCoV 229E
y a 37°C para SARS-CoV-2. A dia 2 postinfeccidn se recogeran 10 ml de sobrenadante de cultivo y se
anadirdn 10 ml de medio fresco. A dia 3 postinfeccién se recogerd el volumen completo de
sobrenadante (20 ml). Los sobrenadantes recolectados, stock de virus, se almacenaran alicuotados a
-80°C en el laboratorio NCB2 (HCoV-229E) o en el laboratorio NCB3 (SARS-CoV-2).

Titulacidn de stock virales mediante recuento de placas de lisis:

Para determinar el titulo de virus de los stocks de dia 2 y 3 postinfeccidn se utilizaran células crecidas
en placas de 12 pocillos (M12). Se prepararan diluciones seriadas por duplicado de factor 10 de cada
uno de los stocks y se inocularan 100 pl de las diluciones 107%, 10, 103, 10, 10°, 10°y 107 en cada
pocillo. Después de 2 h de adsorcidn a 32°C (HCoV 229E) o a 37°C (SARS-CoV-2), se retirard el indculo
de virus y se reemplazard por 1 ml de medio semisélido (mezcla 1:1 de agar 1.4% y DMEM 2x
suplementado con 4% de FBS. Las placas de titulaciéon se incubaran a 32°C (HCoV-229E) o a 37°C (SARS-
CoV-2) durante 4 dias. Posteriormente se fijaran las células con formaldehido (10% formaldehido en
tampon fosfato salino -PBS- completo) durante 1 h y se retirara el medio semisdlido. A continuacion
se tefiiran las células con cristal violeta (0.1% en metanol:agua 20:80) durante 30 min para observar



las placas de lisis. Los titulos obtenidos se expresan en unidades formadores de placas por mililitro
(upf/ml).

ENSAYO DEL EFECTO GERMICIDA DEL AGUA ELECTROPEROXIDADA

Fases generales: dilucidon, neutralizacién y posterior cultivo para titulacion de los virus.

Descripcion del ensayo:

e Se equilibran los reactivos, medios, aguas e inéculos a 20°C.

e En viales estériles de 1,6 ml se afaden 0,8 ml de solucién desinfectante de agua electro-
peroxidada a diferentes concentraciones.

e Posteriormente se afiaden 100 ul de suspension viral de titulo conocido en DMEM mas 2% de
FBS o una dilucion 1/10 de dicha suspension en PBS.

e Seagita el contenidoy se deja un tiempo de contacto conforme a la curva de tiempos indicada.

e Seafiaden 100 pl de neutralizante estéril, tiosulfato de sodio, 4,5 g/L.

e Seagitay se deja que actue el neutralizante durante 5 minutos.

e Setoma una alicuota de 100 ul para titulacion viral mediante recuento de placas de lisis.

e Elresto de la mezcla de reaccién se congela a -802C.

Tipo de controles de ensayo:
e Control A: la misma preparacién, pero sin afadir agua electroperoxidada ni tampoco
neutralizante.
e Control B: la misma preparacidn, pero sin aiadir agua electroperoxidada, para ver el efecto
del neutralizante

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Tras realizar los ensayos de eficacia germicida, se procedio a la titulacién de las suspensiones virales
de HCoV 229E y de SARS-CoV-2 control y tratadas valorando su infectividad en células susceptibles
Huh7 y Vero E6 respectivamente mediante ensayos de titulacién como los indicados anteriormente.
Para el calculo de los titulos virales se seguird lo indicado en la norma UNE-EN 14476:2014+A2:2020.

4. RESULTADOS

VERIFICACION DEL POSIBLE EFECTO CITOTOXICO DEL TIOSULFATO SODICO

Control afiadiendo tiosulfato sédico a placas confluentes de células Huh7 y VeroE6. Comprobacion
visual de posible produccién de citotoxicidad:

1. Diluir tiosulfato sédico en agua destilada estéril para obtener concentraciones finales de 4,5
gr/L, 0,45 g/Ly 0 g/L. Afadir 100 pl por duplicado de cada concentracidn a pocillos de placas
de 12 pocillos. Cada pocillo contenia 500 pl de medio DMEM mas un 2% de FBS.

2. Incubar durante los cuatro dias que duran las titulaciones virales y observar diariamente
posible efecto citopatico.

Resultado: no se observaron diferencias significativas en los cultivos de Huh-7 y VeroE6 en
presencia de diferentes concentraciones de tiosulfato sddico con respecto a los cultivos control
no tratados. Por tanto, se puede afirmar que este neutralizante no produce un efecto citopdtico
aparente.



Control afiadiendo tiosulfato sddico a titulos conocidos de virus HCoV-229E y SARS-CoV-2 y
posterior titulaciéon. Control de posibles cambios en susceptibilidad celular a los virus.

1. Anadir por duplicado 100 pl de tiosulfato sédico a 100 pl de suspensién viral y 800 ul de agua
destilada estéril. Agitar e incubar durante 5 minutos a 202C. Concentraciones finales de
tiosulfato 4,5 gr/L, 0,45 g/Ly 0 g/L.

2. De cada vial, tomar 100 pl por duplicado y afiadir a pocillos de placas de 12 pocillos. Cada
pocillo contenia 500 ul de medio DMEM mds un 2% de FBS.

3. Realizar las titulaciones mediante el método de recuento de plancas de lisis

Resultado: no se observaron diferencias significativas entre los titulos de viales control y los titulos de
los viales que contenian tiosulfato sédico a diferentes concentraciones. Por tanto, se puede afirmar
quer las células presentan la misma susceptibilidad al virus hayan estado o no en contacto con
diferentes concentraciones de tiosulfato sédico

RESULTADOS PRELIMINARTES DEL EFECTO DEL AGUA ELECTROPEROXIDADA SOBRE HCOV-229E Y

SARS-COV-2

Como se puede observar en la figura 1, el agua electroperoxidada a diferentes concentraciones y
durante diferentes tiempos de exposicidon no produjo efectos aparentes sobre el titulo viral del HCoV-

229E.
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Fig. 1: Efecto del agua electroperoxidada sobre el titulo del virus
HCOV-229E a diferentes tiempos y concentraciones



Esta ausencia de efecto viricida también se pudo observar cuando se realizé el mismo ensayo sobre
el virus SARS-CoV-2, como se indica en la figura 2. El Unico resultado utilizable en estos ensayos fue
que el agua electroperoxidada no tenia un efecto citopdtico aparente y tampoco producia cambios
en la susceptibilidad de las células a los virus.

Tiempo | AEP | Titulo viral Des. . I
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Fig. 2: Efecto del agua electroperoxidada sobre el titulo del virus
HCOV-229E

COMPROBACION DEL EFECTO ATENUANTE DEL SUERO FETAL BOVINO

Era muy probable que la ausencia de efecto viricida del agua electroperoxidada fuera debida al efecto
interferente del suero fetal bovino. Por tanto, se realizaron diluciones del stock viral con PBS vy
posteriormente se comprobd el efecto del agua electroperoxidada. Como se puede observar en la
figura 3. No existen diferencias entre los titulos virales sin diluir con y sin exposicion al agua
electroperoxidada, pero ya en la primera dilucion 1/10 del stock viral el efecto es total, produciéndose
una reduccion completa del titulo viral. Este efecto se mantiene en diluciones mayores del stock viral
(diluciones 1/100y 1/1000).
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Fig. 3: Efecto del agua electroperoxidada sobre el virus HCOV-229

utilizando diferentes diluciones del stock viral en PBS

RESULTADOS DEL EFECTO DEL AGUA ELECTROPEROXIDADA SOBRE EL SOTCK DILUIDO DE HCOV-
229E

Una vez que se comprobo el efecto interferente del FBS, se decidié continuar el estudio utilizando
stocks virales diluidos 1/10 en PBS. Primeramente, se volvié a ensayar el efecto del agua
electroperoxidada a las mismas concentraciones y tiempos que los ya ensayados. Como se puede



observar en la figura 4, el agua electroperoxidada no produjo efectos significativos a una
concentracién de 1 ppm en ninguno de los tiempos ensayados. Sin embargo, el efecto fue total a
concentraciones de 5y 20 ppm a partir de 30 segundos.

Tiempo | AEP | Titulo viral Des.
(min) | (ppm) | (ufp/ml) | estandar
0 1 1,75E+04 | 0,00E+00
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Fig. 4: Efecto del agua electroperoxidada sobre el titulo del virus
HCOV-229E a diferentes tiempos y concentraciones. Dilucién del FBS 1/10

Con objeto de poder observar de forma gradual la reduccién del titulo viral del HCoV-229E, se decidio
reducir el rango de la curva de concentraciones manteniendo la curva de tiempos de ensayo. La figura
5 muestra un claro efecto viricida del agua electroperoxidada que aumenta con la concentracion,
empezandose a observar con 4 ppm. A una concentracidon de 8 ppm se observa una reduccién de 4,11
log en el titulo viral inicial tras 5 minutos de contacto. Este efecto aumenta con el tiempo de contacto,
produciéndose un 70% de reduccién ya a los 30 segundos.

Tiempo
(min)

AEP
(ppm)

Titulo viral
(ufp/ml)

Des.
estandar

0

[

1,31E+04

6,19E+03

0,5

1,75E+04

0,00E+00

8,75E+03

0,00E+00

1,31E+04

6,19E+03

1,31E+04

6,19E+03

0,5

1,31E+04

6,19E+03

1,31E+04

6,19E+03

2,19E+04

6,19E+03

1,31E+04

6,19E+03

0,5

2,63E+03

0,00E+00

2,63E+03

0,00E+00

2,63E+03

0,00E+00

1,31E+04

6,19E+03

0,5

1,75E+01

0,00E+00

4,38E+00

6,19E+00

o|o|w|o|d|s[n|p[N[(M|(NMIN|R|[R]|R

0,00E+00

0,00E+00

6,40E+04

1,60E+03

Titulo viral (ufp/ml)

4,00E+01

1,00E+00

I /\ T
I 1
—.—1ppm
2ppm
4ppm
8ppm
0 0,5 1 5

Tiempo de exposicidn (min)

Fig. 5: Efecto del agua electroperoxidada sobre el titulo del virus
HCOV-229E a diferentes tiempos y concentraciones. FBS 0,02%



Teniendo en cuenta estos buenos resultados, se procedid a valorar el efecto viricida del agua
electroperoxidada sobre SARS-CoV-2 en las mismas condiciones. Como se puede observar en la figua
6, el efecto viricida se confirmd e incluso se obtuvieron mejores resultados que sobre el virus HCoV-
229E. El efecto viricida ya se observaa 1 ppmy 2 ppm con reducciones de 0,66 log y 0,76 log del titulo
viral inicial. Este efecto se muestra muy significativo y dependiente del tiempo de contacto a partir de
4ppm, con una reduccién de 2,48 log tras 5 minutos. Finalmente, con una concentracién de 8 ppm, el
agua electroperoxidada produce la reduccién completa del titulo viral inicial, 3,48 log, ya a los 30
segundos, manteniéndose dicho efecto tras 1 y 5 min

.Tiempo | AEP Titulo viral Des.
(min) (ppm) (pfu/ml) | estandar
0 1 3,00E+03 | 5,66E+02
0,5 1 9,50E+02 | 6,36E+02 B
1 1 7,50E+02 | 7,07E+01 :
5 1 6,75E+02 | 1,06E+02 1,60E+03 \L
2 3,00E+03 | 5,66E+02 | I - =
0,5 2 6,00E+02 | 2,126+02 | £ =e=1ppm
1 2 6,75E+02 | 1,06E402 | = 2ppm
5 2 5,25E+02 | 3,54E+01| 5 [ dppm
0 4 3,006+03 | 5,66E+02 | 3 400E:01 J 8ppm
0,5 4 2,70E+02 | 3,25E+02 | I
1 4 7,00E+01 | 4,24E+01 '
5 4 1,00E+01 | 1,41E+01
0 8 3,00E+03 | 5,66E+02
0,5 8 0,00E+00 | 0,00E+00 1,00E400 —
1 8 0,00E+00 | 0,00E+00 0 0,5 1 5
5 8 0,00E+00 | 0,00E+00 Tiempo de exposicion (min)

Fig. 6: Efecto del agua electroperoxidada sobre el titulo del virus
SARS-COV-2 a diferentes tiempos y concentraciones. Dilucidn del FBS 0,02%

5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el agua electroperoxidada es un potente
viricida, tanto para el coronavirus HCoV-229E, como para el coronavirus SARS-CoV-2, causante de la
COVID-19, obteniéndose reducciones maximas del titulo viral inicial de 4,11 ciclos logaritmicos (mas
del 99,99%) para HCoV-229E, a una concentracion de 8 ppm y tras un tiempo de exposicién de 5
minutos, y de 3,48 ciclos logaritmicos (99,95%) para SARS-CoV-2, a la misma concentracidn y ya a los
30 segundos de exposicion.

Incluso, se podria afirmar que el SARS-CoV-2 parece mas sensible al efecto de este viricida ya que se
obtienen reducciones visibles a concentraciones muy bajas, de 1 y 2 ppm, observandose un efecto
muy claro con 4 ppm. En este sentido, muy posiblemente no se haya obtenido una reduccién mayor
del titulo de SARS-CoV-2 debido a que el titulo viral inicial era bastante bajo, de 3x10® ufp/ml, no
permitiéndose ver el efecto completo. Por tanto, si se partiera de un titulo viral mayor se obtendrian
muy posiblemente reducciones de mas de 4 ciclos logaritmicos, tal como demuestran los resultados
obtenidos con el virus HCoV-229E. Con respecto a esta dificultad, se ha de tener en cuenta que la
técnica empleada produce una reduccion del titulo viral stock de dos ciclos logaritmos. En primer
lugar, porque se ha de reducir el titulo inicial 1/10 para bajar la concentracion de FBS, cuyo efecto
interferente se discutird a continuacion y, en segundo lugar, debido a la preparacién de la propia
mezcla de reaccion que produce una segunda dilucién 1/10 del stock viral.
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Volviendo a los resultados obtenidos, otro aspecto importante a destacar es la rapidez del efecto
viricida que produce el agua electroperoxidada sobre el SARS.CoV-2, obteniéndose un efecto
completo a los 30 segundos de contacto.

Todos estos datos se encuentran en linea con los resultados previamente obtenidos por los
laboratorios Cleanbiotec. Biotecnologia ambiental en su informe n2 20200717, donde se indica que el
agua electroperoxidada produce una reduccién del titulo inicial de Escherichia coli CECT515T de dos
ciclos logaritmicos a una concentracion de 2 ppm tras 5 minutos de contacto y de 3 ciclos logaritmicos
a una concentracién de 5 ppm tras el mismo tiempo de contacto (13).

Como se ha indicado anteriormente, el stock viral inicial debia diluirse 1/10 en PBS para reducir la
concentracién de FBS ya que este suero demostrd un potente efecto interferente en ensayos previos
donde el agua electroperoxidada no demostrd su efecto viricida. Este aspecto es importante para
valorar la aplicabilidad del agua electroperoxidada en determinados entornos con elevada presencia
de materia organica.

A pesar de ello, y como se ha indicado en la introduccion de este informe, ACTIVH20 ha realizado
previamente una gran variedad de pruebas con resultado satisfactorio sobre el efecto germicida del
agua electroperoxidada en diferentes ambitos como la desinfeccion del agua de consumo humano, la
eliminacién de fitopatdgenos en el ambito agricola, la desinfeccién de vegetales comestibles, la
mejora de la sanidad animal o la desinfeccion en el dmbito de la odontologia y en el dmbito sanitario,
entre otros.

Conforme a lo indicado, y como conclusién final de este estudio se puede afirmar que el agua
electroperoxidada tiene un potente efecto viricida sobre el coronavirus SARS-CoV-2 causante de la
COVID-19. Su efecto ademas se caracteriza por ser muy rapido, pudiéndose obtener una reduccién de
la carga viral completa tras los primeros 5 minutos de actuacidn, con una reduccién como minimo del
99,95%. Esta capacidad viricida, podria tener implicaciones importantes en la lucha contra la COVID-
19 ya que el agua electroperoxidada parece ser mas inocua que otros viricidas, pudiendo tener una
utilizacién y aplicacién mas segura.
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