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Inativagao do Coronavirus 2 relacionado a
Sindrome Respiratoria Aguda Grave por
formulagbes e alcoois para limpeza das
maos recomendados pela OMS

Resumo

Instrucdes de controle de infeccdao requerem o uso de
solucdes de limpeza das maos a base de alcool para
relacionado a sindrome
(SARS-CoV-2).  Nos
determinamos a atividade virucida das formulagées de

inativar o coronavirus

respiratéria aguda  grave
limpeza de maos recomendadas pela Organizagao
Mundial de Saude, em forca total e em muiltiplas
diluicdes e dos seus ingredientes ativos. Todos os
desinfetantes se mostraram eficientes para a inativacao

do virus.
Introdugao

O coronavirus relacionado a sindrome respiratdria
aguda grave 2 (SARS-CoV-2) é o terceiro coronavirus
altamente patogénico a cruzar a barreira das espécies
para a populagdo humana nos ultimos 20 anos (1-3). A
infeccdo pelo SARS-CoV-2 é associada com a doencga do

coronavirus (COVID-19), que se

dificuldade respiratdria grave, febre, tosse e altas taxas

caracteriza por

de mortalidade, especialmente em pessoas mais velhas
e aqueles com condi¢Ges de saude subjacentes (3). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou
pandemia de SARS-CoV-2 em 11 de marco de 2020 (4),
e em 8 de abril foi reportado um total de 1.447.446
casos confirmados e 83.471 mortes por SARS-CoV-2
mundialmente (5).

A transmissdo de humano a humano do SARS-CoV-2 é
eficiente e pessoas infectadas podem transmitir o virus
mesmo quando ndo apresentam sintomas, ou sao
apenas leves (3). Por ndo termos drogas antivirais ou
vacinas disponiveis, a contencdo do virus e prevengdo de
infeccdo sdao atualmente as maiores prioridades. Para
limitar a disseminacgdo do virus a higienizacdo efetiva das
maos é crucial. Portanto, desinfetantes facilmente
disponiveis, porém eficientes sdo necessarios. Os guias
da OMS para higiene das mdos na area da saude
sugerem 2 formulacbes a base de 4alcool para
higienizacdo das maos para reduzir a infectividade e
disseminacdo de patogenos (6). As recomendagdes da
OMS sdo baseadas
antimicrobiana de alto espectro, além de acessibilidade

em acdo rapida, atividade
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e seguranca. As formulagdes originais da OMS falharam
em atender os requisitos de eficacia da Norma Europeia
1.500 em testes prévios (7). Porém, Suchomel et al. (8)
sugeriu versdes modificadas com concentragbes
maiores de etanol: 80% (p/p) (85,5% [vol/vol];
formulagdo 1), ou isopropanol, 75% (p/p) (81,3%
[vol/vol]; formulacao ). Posteriormente,
complementaram estes por reduzir concentracdes de

glicerol (9).

Nos mostramos previamente que essas formulagdes
modificadas da OMS conseguiram inativar o coronavirus
da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV) e o
coronavirus da sindrome respiratdria do Oriente Médio
(MERS-CoV; 10), que estdo relacionados ao SARS-CoV-2.
Recomendac¢des atuais para inativar o SARS-CoV-2
foram traduzidas de achados de outros coronavirus (11).
Para avaliar se esses desinfetantes a base de dlcool
também inativam o SARS-CoV-2 efetivamente, nds
testamos diferentes concentracdes das formulagdes
originais e modificadas | e Il da OMS (6, 9), etanol e
propano-2-ol para atividade viricida.

O estudo:

Nos propagamos SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2/Munique-
1.1/2020/929) em VeroE6
fornecidas por M. Muller e C. Drosten; Charité, Berlim,

células (gentilmente
Alemanha). Nés cultivamos células VeroE6 no meio

minimo  essencial modificado  de Dulbecco
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
em calor, 1% de aminoacidos ndo essenciais, 100 pg/ml
de estreptomicina e 100 Ul/ml de penicilina e 15 mMol
de HEPES (Gibco;

https://www.termofisher.com).

Thermofisher,

A formulagao | original da OMS consiste em etanol 80%
(vol/vol), glicerol 1,45% (vol/vol) e perdxido de
hidrogénio 0,125% (vol/vol). A formulagéo Il original da
OMS consiste em propan-2-ol 75% (vol/vol), glicerol
1,45% (vol/vol) e perdéxido de hidrogénio 0,125%
(vol/vol). A formulagdo | modificada da OMS consiste em
etanol 80% (p/p), glicerol 0,725% (vol/vol) e perdxido de
hidrogénio 0,125% (vol/vol). A formulagdo Il modificada
a base de isopropil da OMS contém propano-2-ol 75%
(p/p), glicerol 0,725% (vol/vol) e perdxido de hidrogénio

0,125% (vol/vol) (9). N6s também preparamos etanol
(CAS 64-17-5) e propano-2-ol (CAS 64-63-0) em diluicGes
de vol/vol para investigacdo.

NOs realizamos os estudos de atividade virucida usando
um teste de suspensao quantitativo com 30 segundos de
tempo de exposicdo (6). Em suma, nés misturamos 1
parte de suspensdo de virus com 1 parte de carga
organica (0,3% de albumina sérica bovina como
substancia de interferéncia) e 8 partes de solucdo
desinfetante de diferentes concentracbes. Apds 30
segundos de exposi¢do, nds diluimos serialmente as
amostras e determinamos a dose infectante de 50% por
cultura de tecido (DICTso) por milimetro usando um
corante de violeta cristal e, subsequentemente,
pontuando o nimero de sitios com efeitos citopaticos.
Nds calculamos o DICTso pelo algoritmo de Spearman-
Karber, como descrito (12). Nés monitoramos os efeitos
citotéxicos dos desinfetantes usando o corante de
violeta cristal e andlise dptica para alteracbes de
densidade e morfologia da monocamada celular na
auséncia do virus. Nés quantificamos efeitos citotéxicos
de forma anéloga o DICTso/ml de infectividade do virus.

Determinamos curvas de dose-resposta como
percentual normalizado de inativa¢do do virus versus
percentual logaritmo de concentracao de desinfetante
por regressao ndo linear usando um método robusto de
adequacao no DICTsp normalizado implementado na
(GraphPad,
https://www.graphpad.com). Nés tracamos curvas de
referéncia para o SARS-CoV, MERS-CoV e CoV bovino

(BCoV) usando dados publicados anteriormente (9). O

versao 8.0.3 Prisma

BCoV é frequentemente utilizado como substituto para
CoVs humanos altamente patogénicos. Avaliamos o
DICTso médio e os desvios padrdo das médias de trés
experimentos individuais. ldentificamos valores
discrepantes usando o teste de Grubb no Prism.
Calculamos fatores de reducdo (FRs) para cada condicdo

de tratamento da seguinte maneira:

FR=tratamento- controle = log (M) - logyo (Z":m)

n m
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Figura 1. Atividade virucida das formulagdes originais e modificadas | e Il de higienizagdo das mdos recomendadas
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para inativar o coronavirus 2 relacionado a sindrome respiratéria aguda
grave (SARS-CoV-2). As médias de 3 experimentos independentes com desvio padrdo-DP (barras de erros) e a
porcentagem de inativacdo em diferentes concentracGes sdo mostradas. A) formulagdo original | da OMS; B)
formulagdo original Il da OMS; C) formulag¢do modificada | da OMS; D) formulacdo modificada Il da OMS. As inser¢des
nos painéis C e D mostram analises de regressao da inativacdo do coronavirus. A barra cinza escura mostra efeitos
citotdxicos, calculados de forma analoga a infectividade do virus. Os fatores de redugdo estdo incluidos acima da
barra. As diluigbes das formulagdes da OMS variaram de 0 a 80%, com um tempo de exposi¢ao de 30 segundos. Os
titulos virais sdo exibidos como valores de DICTso/mL. BCoV, coronavirus bovino; LIQ, limite inferior de quantificacdo;
MERS-CoV, coronavirus relacionando a sindrome respiratéria do Oriente Médio; SARS-CoV, coronavirus relacionado
a sindrome respiratdria aguda grave; SARS-CoV-2, coronavirus 2 relacionado a sindrome respiratéria aguda grave;
DICTso/mL, dose infectante de 50% por cultura de tecido.
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Nossos resultados mostraram que o SARS-CoV-2 foi

altamente suscetivel as formulagbes originais e
modificadas da OMS (Figura 1). As versdes originais e
modificadas da formulagao | inativaram eficientemente
o virus. A formulagdo original | de 80% (vol. / vol.) de
etanol tinha um FR de > 3,8 (Figura 1, painel A) e a
formulagdo modificada | de 80% (p/p) de etanol tinha
um FR de >5,9 (Figura 1, painel C). Dilui¢des > 40% ainda
eram efetivas (Figura 1, painéis A e C). A analise de
regressao subsequente da formulacdo modificada |
revelou perfis de inativacdo semelhantes em

comparac¢do com SARS-CoV, MERS-CoV e BCoV. (Figura
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1, painel C). As versGes original e modificada da
formulagdo Il também foram eficazes. A formulacdo
original Il com 75% (vol. / vol.) de propano-2-ol teve uma
reducdo logaritmica (logio) de > 3,8 (Figura 1, painel B) e
a formulagdo modificada Il de 75% (p / p) de propano-2-
ol teve uma reducdo logaritmica (logio) de > 5,9. Diluicdo
> 30% (vol. / vol.) também resultou em inativagdo viral
completa (Figura 1, painel D). A analise de regressdo da
formulacao Il modificada da OMS mostrou que o perfil
de inativacdo de SARS-CoV-2 era comparavel ao de
SARS-CoV, BCoV e MERS-CoV (Figura 1, painel D).
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Figura 2. Efeito de dlcoois disponiveis comercialmente na inativagdo de SARS-CoV-2. As médias de 3 experimentos

independentes com desvio padrdo-DP (barras de erros) sdo mostradas. A) Resultados para etanol. B) Resultados para

propan-2-ol. A barra cinza escura indica efeitos citotoxicos, calculados de forma analoga a infectividade do virus. A

linha tracejada representa o limite de deteccdo. Os fatores de reducdo estdo incluidos acima da barra. As

concentragdes de biocidas variaram de 0 a 80%, com um tempo de exposi¢do de 30 segundos. Os titulos virais sdo

exibidos como valores de DICTso/mL. LIQ, limite inferior de quantificacdo; SARS-CoV-2, coronavirus 2 relacionado a

sindrome respiratéria aguda grave; DICTso/mL, dose infectante de 50% por cultura de tecidos.

Também investigamos a suscetibilidade do SARS-CoV-2

contra 0s componentes ativos das

recomendadas

formulagdes
pela OMS, que também sdo os
ingredientes ativos dos desinfetantes para as maos
disponiveis no mercado. O etanol (Figura 2, painel A) e

propan-2-ol (Figura 2, painel B) foram capazes de reduzir

os titulos virais aos niveis basais em 30 segundos com
FRs entre 4,8 e 2 5,9. Além disso, observamos que uma
concentragdo de = 30% (vol. / vol.) de etanol ou
propano-2-ol é suficiente para a inativacdo viral
completa (Figura 2).
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Conclusoes

Descobrimos que o SARS-CoV-2 foi inativado
eficientemente pelas formulacdes recomendadas pela
OMS, apoiando seu uso em sistemas de salde e surtos
virais. Ambas as formulacdes originais e modificadas
foram capazes de reduzir os titulos virais para o nivel
basal dentro de 30 segundos. Além disso, etanol e
propano-2-ol foram eficientes na inativacdo do virus em
30 segundos a uma concentra¢do > 30% (vol. / vol.). O
alcool constitui a base de muitos antissépticos para
maos rotineiramente usadas em servigos de saude. Uma
ressalva deste estudo é o tempo de inativacdo definido
em exatamente 30 segundos, o qual é o tempo
recomendado, mas ndo realizado rotineiramente na
pratica. Nossas descobertas sdo cruciais para minimizar
a transmissdo viral e maximizar a inativagdo do virus no
atual surto de SARS-CoV-2.

Kratzel é candidata a PhD afiliada ao Instituto de
Virologia e Imunologia, Berna e Mittelhdusern, Suica,
Departamento de Doencas Infecciosas e Patobiologia,
Faculdade Vetsuisse, Universidade de Berna, Berna,
Suica e Escola de Pds-Graduacdo em Ciéncias Celular e
Biomédica, Universidade de Berna. Seus interesses de
pesquisa incluem coronavirus.
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