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La pandemiaen curso delSARS-CoV-2 crea una amenaza significativa para salud. Estudios
recientes sugirieron la importancia de la garganta y las glandulas salivales como sitios
principales de replicacion y transmision del virus durante la enfermedad temprana del
coronavirus 2019, promoviendo asila aplicacidn de antisépticos orales. Sin embargo, la eficacia
antiviral de las soluciones de enjuague bucal contra el SARS-CoV-2 no hasido examinada. Aqui,
evaluamos la actividad viricida de diferentes enjuagues bucales disponibles contra el SARS-
CoV-2en condiciones que simulan las secreciones nasofaringeas. Varias formulaciones con
importantes propiedades de inactivacion del SARS-CoV-2in vitro apoyan la idea de que el
enjuague oral podria reducir la carga viral de la saliva y, por lo tanto, podria reducir la
transmision del SARS-CoV-2.
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El SARS-CoV-2hacreado una amenazasignificativa para la salud global. Dado que no hay
disponibles tratamientosy vacunas eficaces, la atencién diligente en las precauciones basadas
en la transmisidn, son esenciales para limitar la propagacidn viral. Seguin la evidencia actual, el
SARS-CoV-2se transmite principalmente através de las gotitas exhaladas de individuos
infectados [1]. Las cargas virales son altas en la cavidad nasal, nasofaringe y orofaringe, yla
diseminacidn viral se puede detectarantes, durante y después de lafase clinica agudade la
enfermedad [2]. Los aerosoles producidos por lo individuos asintomaticos durante la
respiracion, el habla y por lo tanto, el canto, se consideran impulsores criticos de la
propagacion del SARS-CoV-2[3]. La envoltura del SARS-CoV-2, derivadade la célula huésped,
es muy susceptible alos agentes quimicos (es decir, varios alcoholes) que alteran las
membranas lipidicas bioldgicas [4]. La antisepsia quimica, por lo tanto, proporciona una
herramienta critica para descontaminarlos fémites y superficies (corporales), como manos
humanas. En este contexto, se hasugerido que la antisepsia nasal y oral, puede reducirel
numero de particulas viricas activas en aerosolde los conductos nasalesy cavidad oraly, en
consecuencia, reducir el riesgo de transmision del SAR-SCoV-2[5]. Los enjuagues bucales
antisépticos con actividad antimicrobiana se utilizan en diversas situaciones clinicas con fines
profilacticos y propdsitos terapéuticos, y se han aplicado en el contexto de infecciones virales
[5]. Aunque varios enjuagues bucales dentales disponibles comercialmente contienen agentes



gue dafian la membrana (es decir, etanol, clorhexidina, cloruro de cetilpiridinio, perdxido de
hidrégenoy povidonayodada), su capacidad para inactivar el SARS-CoV-2en condiciones
bioldgicamente relevantes no ha sido evaluado sistematicamente [5]. Aqui, probamos la
actividad viricida de 8 enjuagues bucales disponibles comercialmente que contienen diferentes
compuestos activos contra 3 diferentes cepas SARS-CoV-2 aislados, en condiciones que imitan
las secreciones nasofaringeas.

METODOS

Propagacion y cepas de virus

Para aislar el SARS-CoV-2en elCentro Médico de la Universidad de Ulm (Ulm, Alemania), se
sembraron 50000 células Vero E6 en 24 placas-pocillos en 500 uL de medio, incubados durante
la noche a 37 ° C. El siguiente dia, el medio fue reemplazado por400 pL de anfotericina B, 2.5
ug / mL. Luego, 100 pL de hisopado de garganta, con PCR cuantitativa positiva para SARS-CoV-
2, se titularon 5 veces enlas células, y fueron incubados durante 3-5 dias. Tras el efectola
visualizacion del efecto citopdtico, el sobrenadante se tomdy el virus se expandiéd mediante la
inoculacion de Células Vero E6 en matraces de 75 cm? y se propagaron como se describié
anteriormente. De este modo, se consiguieron los aislamientos virales BetaCoV/ Alemania/
Ulm/ 01/ 2020 (cepa2) y BetaCoV/ Alemania/ Ulm/ 02/ 2020 (cepa 3). En Essen, Alemania, se
aislo el SARS-CoV-2de un hisopado nasofaringeo de un paciente que padecia COVID-19, se
obtuvo la denominada cepa UKEssen (cepa 1). El hisopado se tomd utilizando un vial de
Virocult (Sigma, Alemania). El medio Virocult se incubd luego en células Vero E6 cultivadas en
medio Eagle modificado de Dulbecco, que contenia un10% (v/ v) suero de ternerofetaly
suplementado con penicilina (100 Ul/ mL), estreptomicina (100 pg/ mL), ciprofloxacina (10 ug /
mL), y anfotericina B (2,5 ug / ml). Cinco dias después de la infeccidn, se recogio el
sobrenadante y los restos celulares se eliminaron por centrifugacidn. Posteriormente, se
utilizaron 100 plL delsobrenadante transparente paralainfeccién posterior de células Vero E6
frescas. Después de 5 dias de incubacién, la suspension delvirus se recogié y se aclard a partir
de restos celulares por centrifugaciény se almacenda —80 ° C. Los titulos virales de las 3 cepas
se determinaron mediante ensayo de dilucidon de punto final y se calculé la dosis infecciosa de
cultivo de tejidos al 50% (DICT50/ mL).

Prueba de suspension cuantitativa y valoracion del virus

La actividad viricida se determind con una prueba de suspensidn cuantitativa, con un tiempo
de exposicidon de 30 segundos. Enresumen, 1 parte de la suspension de virus se mezclé con 1
parte de la carga organica, imitando las secreciones respiratorias (100 pL de mucina tipo I-S, 25
pL de fraccidon V de BSA y 35 uL de extracto de levadura, todos Sigma-Aldrich) y 8 partes del
enjuague bucal [6]. El medio sirvié como control.

Despuésde 30 segundos de tiempo de exposicidn, se detuvo la actividad por dilucién en serie.
Se determinaron los valores de TCID50 / mL por tincidn con violeta cristal y posterior
puntuacién de las cantidades de pozos que presentan efectos citopaticos. La TCID50 se calculd
mediante elalgoritmo de Spearman-Karber. Lareduccién deltitulo, incluido su intervalo de
confianzadel 95% como la diferencia entre el titulo del virus después delcontacto con el
enjuague bucaly el titulo de virus control con el medio (factorde reduccidn). Se controlaron



los efectos citotdxicos de los enjuagues bucales mediante tincidn con violeta cristal, utilizando
células no infectadasy utilizadas para determinar el limite inferior de cuantificacion (LLOQ).

Se realizé un andlisis dptico, de la alteracion de la densidady de la morfologia de la monocapa
celular en ausenciade virus, y se cuantificd de formaanaloga a la TCID50/ mL de la infectividad
viral.

RESULTADOS

Examinamos la actividad viricida de 8 enjuagues bucales disponibles comercialmente abase de
diferentes principios activos (Tabla 1) utilizando una prueba de suspensién cuantitativa con 3
cepas diferentes de SARSCoV-2 aisladas, mezcladas con una sustancia interferente que imita
una secrecion respiratoria. Un control medio después de 30 segundos de exposicidon noredujo
la infectividad viral, lo que implica que la sustanciainterferente utilizada, que imita las
secreciones nasales, no alterd la estabilidad delvirus. Por el contrario, las diferentes cepas de
SARSCoV-2 (cepas 1-3), fueron altamente susceptibles avarios enjuagues bucales. Tresde las 8
formulaciones, incluido los productos C, Ey F, redujeron significativamente lainfectividad viral
hasta 3 6rdenes de magnitud a los niveles de fondo (Figura 1, Tabla 1). Ademas, paralos
demas productos que contenian diferentes compuestos activos (Tabla1), se pudieron observar
actividades viricidas con factores de reduccién logaritmica que oscilan entre 0,3 y 1,78 (Figura
1, Tabla 1). En el caso del producto H, que se basa en polihexametilen biguanida, la cepa 1 fue
solo moderadamente reducida, mientras que las otras 2 cepas se inactivaron para el LLOQ, que
se determind mediante el seguimiento de los efectos citotdxicos de los productos en las
células no infectadas (Figural). En resumen, proporcionamos evidencia de que el SARS-CoV-2
puede serinactivado eficientemente porenjuagues bucales disponibles comercialmente, en
poco tiempo, con tiempos de exposicién de 30 segundos.

Table 1. Owerview of Oral Rinses Used in the Study With Product Name, Active Compounds, and Calculated Reduction Factors

Log Reduction Factor (Mean of n = 3)

Product Trade Name Active Compound® Strain 1 Strain 2 Strain 3
A Cavex Oral Pre Rinse Hydrogen peroxida 0.78 0.61 0.33
B Chicrhexamed Forta Chiorhexidinebis [D-gluconatel 1.00 0.78 117
C Dequonal Dequalinium chioride, benzalkoniurm chicride 2311 22.78 22 61
O Dymexidine Forte 0.2% Chlorhexidinebis [D-gluconats] 0.50 0.56 0.50
E |so-Batadine mouthwash 1.0% Polyvidone-icdine 23.11 =2.78 22.61
F Listerine Coal Mint Ethancl, essential cils 2311 =2.78 =2.61
G Octenident mouthwash Octenidine dihydrochlonide 1.11 0.78 0.61
H ProntOral mouthwash Polyamimopropyl biguanide {polyhexanide) 0.61 =178 2161

“The exact formulations for these oral rinses are not publicly availeble due to patent-related restnictions
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Figure 1. Virucidal activity of oral rinses against severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-Cov-Z). SARS-CoV-2 strains 1 (dot: UKEssen), Z (square; BetaCoV/
Germany,/UIm/01,/2020), and 3 {triangle: BetaCoV/Germany,'Uim/02,/2020) were incubated with medium |control) or various oral rinses for 30 seconds. Both conditions were
supplemented with an interfering substance mimicking respiratory secretions. Viral titers were determined upon fitration on Vero EG cells. The cytotoxic effect was monitored
using noninfected cells incubated with the different products, defined as the lower limit of quantification (LLOQ). The 50% tissue culture infectious dose (TCID/mL} was
calculated acconding to Spearman—Karber. Data indicate averages and standard deviation of 3 independent experiments.

DISCUSION

Se sospechala principal via de transmisidon del SARS-CoV-2implica el contacto directo con
aerosoles respiratorios o gotitas de personas infectadas, producidas durante los estornudos, al
tosero hablar, y el contacto posterior con la nariz, la boca, o membranas mucosas oculares [1].
El SARS-CoV-2 colonizainicialmente el tracto respiratorio superior de las personasinfectadas
[2]. Las altas cargas virales en la cavidad bucal proporcionan una rica fuente de virus
potencialmente infecciosos, asicomo una ruta de entrada para nuevasinfecciones. Porlo
tanto, si se supone que la garganta funcionacomo un sitio importante de replicacién viral
durante las primeras etapas (incluso antes del inicio de los sintomas), la antisepsia oral podria
reducir el nUmero de particulas de virusinfecciosas enaerosoly, en consecuencia, elriesgo de
transmisién o infeccidn. Estudios de investigacion experimentaly clinica sobre virus
relacionados con el SARS-CoV-2 (porejemplo, los coronavirus SARS, MERS y el virus de la
influenza H5N1) mostraron que las soluciones antisépticas que contienen gluconato de
clorhexidina, polivinilpirrolidona, yodo, didxido de cloro, cloruro de cetilpiridinio y perdéxido de
hidrégeno pueden reducir la cargas [7]. Descubrimos que diferentes cepas de SARS-CoV-2



pueden serinactivados de manera eficiente con enjuagues bucales disponibles
comercialmente, en condiciones biolégicamente relevantes, que imitan las secreciones
respiratorias. En particular, observamos que 3 formulaciones (productosC, Ey F), que
contienen diferentes compuestos activos, disminuyeron significativamente la infectividad viral
a nivelesindetectables.

De acuerdo con nuestraobservacién, los diferentes estudios que utilizan Listerine (producto F)
observaron actividades antivirales especificamente contravirus envueltos, lo que implica un
impacto en la envolturalipidica viral [8-10]. Los efectosin vivo de las soluciones orales
requieren mas analisis durante los estudios clinicos. Los primeros ensayos con el objetivode
reducir la carga viral en pacientes con COVID-19 confirmado han sido registrados. Un estudio
tiene como objetivo comparar 3 soluciones antisépticas de enjuague bucal / gargaras en
comparacién con un control (agua destilada) para reducir la carga de SARS-CoV-2en 120
personas con COVID-19 confirmado (https: //clinicaltrials.ucsf.edu / trial / NCT04409873). Otro
estudio ciego, controlado y aleatorizado, planea determinar el potencial de varios agentes para
hacer gérgaras para reducir la carga viral intraoral entre los pacientes con COVID-19
confirmado por laboratorio (https: // Clinicaltrials.gov / ct2 / show / NCT04341688). Nuestros
hallazgos abogan claramente por la evaluacién de las formulaciones seleccionadas, enun
contexto clinico, para evaluar sistematicamente ladescontaminaciény la salud de los tejidos
de la cavidad bucal, en pacientesy trabajadores sanitarios, para potencialmente prevenirla
transmisién de virus.
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