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ABSTRACT

Luften och ytorna pd féremél i en patogenkontaminerad miljo kan i ménga fall vara en killa till smitta
for manniskor. Desinfektion har blivit en vanlig &tgdrd som innebér att man fokuserar pa att reducera
kontamineringsnivin. I denna studie undersokte vi effekten av SAIW, ett unikt elektrolyserat klorfritt
vatten med hogt pH-virde, hog koncentration av upplost vitgas och lag syrereduktionspotential, med
avseende pé inaktivering av flera virus och bakterier. Infektionsanalyser visade att initiala virusmangder
av holjeforsedda virus och nakna virus, diribland SARS-CoV-2, influensa A-virus, herpes simplex-virus
typ 1, humant coronavirus, felint calicivirus (FCV) och hundens parvovirus, minskade med 2,9-till 5,5-log10
inom 30 sekunder efter exponering for SAIW. P4 motsvarande sdtt minskade odlingsbarheten for tre
gramnegativa bakterier (Escherichia coli, Salmonella, och Legionella) med 1,9- till 4,9-logio efter 30
sekunders SAIW-behandling. Mekaniskt visade sig behandlingen med SAIW visentligen minska SARS-
CoV-2:s formaga att binda till och dérefter trianga in i vero-celler. Till sist kunde vi visa att detta klorfria
elektrolyserade joniserade vatten inte gav upphov till ndgon akutinhalationstoxicitet hos moss, vilket
innebédr att SAIW é&r lovande for en sdkrare antiviral och antibakteriell desinficerande behandling.

(SDG:er)
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1. Inledning

Virus och bakterier dr vanliga orsaker till smittsamma sjukdomar
i inomhusmiljoer, t.ex. sjukhus, skolor, bostdder och allminna
transportmedel [1] och har déarfér enormt stor péverkan pa
maénniskors hilsa. Exempelvis virus svarar idag for cirka 60 % av alla
infektioner hos ménniskan, och de vanligaste sjukdomarna orsakas
av RS-virus och gastrointestinala virus [2,3]. SARS-CoV-2 (Severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2), ett nytt betacoronavirus,
har gett upphov till ekonomiskt och socialt kaos virlden 6ver [4].
Covid-19, som orsakas av SARS-
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CoV-2, har visat sig vara forknippat med allvarliga symtom, bland
annat andnodssyndrom, vaskulit, trombos, stroke, myokardiell
reperfusionsskada och flerorgansvikt, inklusive akut njursvikt [5,6].
Ménga manniskor drabbas dven av andra RS-virus, bland annat
influensavirus under den kalla &rstiden. S&dana virus kan orsaka
olika andningsproblem, allt frdn lindrig 6vre luftvdgsinfektion till
akut lunginflammation, som potentiellt kan leda till att patienten dor
[4]. Humant coronavirus OC43 (HCoV-OC43) orsakar oOvre
luftvdgsinfektion i ndsan och halsen [7]. Dessutom orsakar herpes
simplexvirus typ 1 (HSV-1) oral herpesinfektion, framforallt genom
kontakt med HSV-1 som forekommer runt munhélan eller i sér,
saliv och pa hudytan [8]. Holjeforsedda virus ar liattare att inaktivera
med isopropylalkohol eller organiskt 1osningsmedel dn enterovirus,
sdsom norovirus och parvovirus, som saknar holje (nakna virus)
[9,10].
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Gramnegativa bakterier bestdr ocksd av Kkliniskt viktiga
patogener [11]. Vissa stammar av Escherichia coli (E. coli) orsakar
infektioner i magtarmkanalen, urinvdgarna och andra kroppsdelar.
E. coli-infektioner uppstér i tarmarna vid intag av kontaminerad
foda, kontakt med infekterade djur eller nedsviljning av
kontaminerat vatten i bassinger, och ger upphov till diarré och
buksmirtor, ibland med kraftiga blodningar. Legionella spp.,
bakterier som forekommer i naturliga miljéer och dess vird amoban,
viaxer i miljoer med utrustning for konstgjord vattencirkulation,
sdsom fontdner, dar Legionellabakterier forekommer i stora
méngder. Salmonellabakterier lever i tarmarna hos méinniskor,
notkreatur, grisar, kycklingar och annan boskap men dven i naturen
(vattendrag och avlopp). Darmed ar kott — notkott, flaskkott,
kyckling och fisk — ocksd killor till kontamination med dessa
gramnegativa bakterier.

Antibiotika, antivirala medel och vacciner har ingen effekt pa
flera respiratoriska patogener och tarmpatogener. Spridning av
sidana patogener kan stoppas med desinfektionsmedel — nagot som
lange har anvinds som en mycket effektiv metod att skydda kénsliga
ménniskor frén infektionssjukdomar i offentliga miljder, i synnerhet
pé sjukhus och vardhem [12]. U.S. Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) rekommenderar klor (natriumhypoklorit) som
desinfektionsmedel for smittskydd (https://www.cdc.gov/vhf/
ebola/clinicians/non-us- healthcare-settings/chlorine-use.html).
Klor ar emellertid fratande, har en stickande lukt och kan i vissa fall
vara olampligt for anvindning pa ldng sikt pd grund att det kan
innebéra hélsorisker. I denna studie utvirderade vi SAIW (Super
Alkaline Ionized Water) som ett nytt desinfektionsmedel for
inaktivering av olika holjevirus och nakna virus samt gramnegativa
bakterier. SAIW ar ett alkaliskt elektrolyserat vatten utan
klorbaserade kemikalier. I detta ssmmanhang ar det viktigt att SATW
innehéller endast en minimal méngd kaliumhydroxid (KOH) och att
det &r 1att att genom spadning omvandla det till vanligt vatten eller
saltvatten. SAIW ar vidare farglost och transparent och icke fratande,
vilket pekar pa dess potential som ett miljovanligt
desinfektionsmedel. Som forviantat visade sig SAIW ha starkt
antiviral och antibakteriell effekt med extremt kort kontakttid.
Mekaniskt dampade SATW-behandlingen SARS-CoV-2:s forméga att
binda till och tringa in i maélceller. Dessutom visades in vivo att
SAIW ir sikert att anvénda pé djur och ménniskor.

2. Material och metoder

21 Framstdllning av SAIW

SAIW framstédlldes genom att kranvatten renades med
anvindning av ett membran for omvidnd osmos, som tar bort
orenheter, och elektrolyserades i nirvaro av livsmedelsklassad
kaliumhydroxid som elektrolyt och ett katjonbytarmembran i en
elektrolyskammare som separerar anod och katod. Under denna
process utvanns SAIW frén katoden. I denna studie tillférdes en
mindre mangd ravatten till elektrolytcellens katodkammare #n
méngden ravatten, och kraftigt elektrolytiskt joniserat vatten med
ett pH-virde som var hogre dn referens-pH-virdet kunde framstéllas
(JP2014/069980).

22, Celler och virus

Alla cellkulturer forvarades vid en temperatur pa 37 °C i narvaro
av 5% CO.. Vero E6/TMPRSS2 och MRC-celler (fibroblaster frin
maénniskofoster, ATCC CCL- 171) bevarades med DMEM (Dulbecco's
modified Eagle's medium) kompletterat med 10 % fetalt bovint serum
(FBS). Cellinjerna MDCK (NBL-2, celler fran hundnjure, Health Science
Research Resources Bank JCRB 9029), HEp-2
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(larynxcancerprover frain méanniska, Sumitomo Dainippon Pharma
Co., Ltd.)), och CRFK (Crandell-Reese kattnjure, Sumitomo
Dainippon Pharma Co., Ltd.) och CRFK (Crandell-Reese kattnjure,
Sumitomo Dainippon Pharma Co., Ltd) odlades med anvandning av
Eagle's minimum essential medium (MEM) kompletterat med 10 %
FBS. I vissa experiment dar hundens parvovirus (CPV) anvindes
bevarades CRFK-cellen med DMEM innehéllande 10 % FBS.

Tva kliniska isolat av SARS-CoV-2 (19e865 [GenBank Acces- sion No.
LC546038.1] och OMC-510 [GenBank Accession No. LC633518])
erholls frdn covid-19-patienter och amplifierades med Vero
E6/TMPRSS2-celler. Forokningen av influensa A-virus (HiN1
A/PR/8/34 [ATCC VR-1469]) och HSV-1 (KOS [ATCC

VR-1493]) skedde med anviandning av MDCK respektive HEp-2-
celler. HCoV-0OC43 (ATCC VR-759) forokades i MRC och virusets
smittsamhet titrerades med plackanalys. Felint calicivirus (FCV F-9
[ATCC VR-782]) och CPV (férvarat vid Kitasato Research Center for
Environmental Sciences, Japan) forokades med hjilp av CRFK-celler.

Virusens smittsamhet faststilldes pé konventionellt sitt, antingen via
plackanalys (for SARS-CoV-2) eller analys av 50 % infektios dos i
viavnadsodling (TCID50) med anvandning av Reed-Muench-metoden
(for influensavirus, HSV-1, HCoV-0OC43, FCV och CPV) med lampliga
celler.
2.3 Antivirala analyser

Ett prov av SARS-CoV-2 (19e865) behandlades med en tiofaldig
volym SAIW eller steriliserat vatten. Efter 30 sek. eller 2 minuters
inkubation spaddes blandningen 10 gdnger med DMEM innehéllande
10 % FBS, och den spddda losningen inokulerades i
VeroE6/TMPRSS2-celler odlade i en 96-brunnsplatta med en
densitet pd 5 x 104/brunn. Efter 2 timmars inokulation tvattades
cellerna i en fosfatbuffrad koksaltlosning (PBS) och odlades med
DMEM innehallande 10 % FBS. For att méata replikationen av SARS-
CoV-2 extraherades virus-RNA fran odlingssupernatanten 48 tim.
efter inokulation och genomgick omvand kvantitativ PCR-analys (RT-
qPCR) med anvidndning av primer/probe-set specifika for den
nukleokapsida regionen av det aktuella SARS-CoV-genomet [13].

Behandlingen av andra virus med SAIW gjordes genom att SAIW
(eller steriliserat vatten) blandades med virusprover i forhéllandet
10:1 (undantaget HCoV-OC43 och CPV) under 30 sek till 5 min vid
rumstemperatur. Efter inkubation spaddes blandningen 1o-faldigt
med ett odlingsmedium (med undantag for CPV) for att neutralisera
reaktionen, och inokulerades in i respektive odlingsceller for att
faststilla mangden virus med anvdndning av TCID50-analys.

Liksom for HCoV-OC43 blandades 30 ul av en seriell spadning av
virusprovet med DMEM innehéllande 0,2 % FBS med 30 ul SAIW.
Efter inkubation tillsattes 180 ul SCDLP-medium for att neutralisera
reaktionen och 100 pl av blandningen tillsattes till MRC5-celler i en
96-brunnsplatta. En timme efter exponering tvittades cellerna med
PBS och odlades med DMEM kompletterat med 0,2 % FBS. Celldod
orsakad av HCoV-OC43-infektion analyserades 96 tim. efter infektion
genom att cellerna fixerades med metanol och senare firgades med
metylenblétt.

Den antivirala analysen av CPV utférdes genom att 100 pl av
virusprovet blandades med 900 pl SAIW. Efter inkubation spaddes
blandningen 10-faldigt med en 200 mM fosfatbuffert, pH 7, for att
neutralisera reaktionen. Den seriella spidningen av blandningen
utférdes med PBS, och 50 pl av spadningen inokulerades i CRFK-
celler med DMEM innehéllande 5 % FBS. Virusméngden faststélldes
vara TCID50 enligt den virala hemagglutinationsaktiviteten hos
odlingsupernatanter sju dagar efter infektion.

2.4. Plackreduktionsanalys
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Tjugofem mikroliter SARS-CoV-2 (OMC-510) innehéllande 2,5 x
105 PFU-virus inkuberades med 225 ul SAIW (eller steriliserat
vatten) under 30 sek. till 5 min. i rumstemperatur DMEM
kompletterat med 10 % FBS. Direfter utsattes 200 pl av en 10-faldig
seriell spadning av blandningen for plackanalys.

2.5. Bindnings- och intradesanalys

Tjugofem mikroliter SARS-CoV-2 innehallande

1,25 x 106 PFU-virus inkuberades med 225 pul SAIW (eller
steriliserat vatten) under 2 min. i rumstemperatur och tillsattes
sedan till Vero E6/TMPRSS2-cellkulturen (odlad i en 6-
brunnsplatta vid en densitet p 5 x 105/brunn en dag fore analysen)
med 2 ml DMEM under 2 tim. pd is (bindning) eller vid 37 -C
(intrdde). Efter exponering, tvattades cellerna tre gdnger med kyld
PBS {or att avlagsna obundna eller icke-internaliserade virus. Sedan
extraherades totalt RNA, och cell-associerat SARS-CoV-2-RNA
kunde observeras via RT-qPCR.

2.6. Antibakteriell aktivitet

Efter behandling med 100 pl 16sning innehéallande E. coli (NBRC
3972) eller Legionella pneumophila (L. pneumophila, GIFU 9134)
med 10 ml SAIW vid 20 °C under 30 sek. till 15 min, kunde antalet
viabla celler bestammas som kolonibildande enheter (CFU)/ml. For
mitningen av levande bakterier anvindes en odlingsmetod pa flat
utstryksplatta (35 °C, sju dagar) med anviandning av ett B-CYEa-
agarmedium (EIKEN). Det bekriftades pa forhand att antalet viabla
celler kunde maitas utan att paverkas av provet genom att
testlosningen spaddes 10-falt med mediumet.

For Salmonella Centricas underart arizonae (S. arizonae, ATCC
13314), tillsattes 100 ul av bakterielésningen till 10 ml SAIW, och
blandningen behandlades vid 20 °C under 30 sek. till 15 min. Sedan
fick 1 ml av respektive blandning passera genom ett membranfilter
(0,45 um i diameter) och tvattades darefter med sterilt renat vatten.
Detta  filterpapper placerades 1 ndra kontakt —med
agarnaringsmediet och odlades vid 35 °C under tvd dagar, och
antalet viabla celler per ml mittes som CFU/ml. Samma procedur
utférdes med anvindning av 150 ppm natriumhypoklorit som
positiv kontroll.

2.7. Akut inhalationstoxicitet

Tio ICR-moss (fem hanar och fem honor) exponerades 6ver hela
kroppen for en outspddd SAIW-16sning i en 0,5 m3 (H120 x D60 x
W70 cm) stor experimentbehallare enligt den metod som utvecklats
av Yamashita et al. [14]. Mossen fick bo i burar tillverkade av
metallndt placerade i mitten av behallaren. Exponeringen
genomfordes med anvindning av en ultraljudsbefuktare instélld pa
stark effekt enligt f6ljande: 1) fuktig luft sprutades tre ganger under
20 sek., vid varje tillfille med 10 min. intervall, 2) 30 min. uppehall,
3) ytterligare 20 sek. besprutning i tre génger med 10
minutersintervaller och 4) 10 min. senare, 20 sek. besprutning fyra
gidnger med 5 min. intervall. Efter exponeringen observerades
mossens allméntillstdnd och hur ménga som dog eller 6verlevde
under 14 dagar, samtidigt som man uppmétte kroppsvikt och
fodointag. Sedan gjordes obduktioner for makroskopisk
observation av olika organ och histopatologiska undersékningar av
lungorna. Denna studie genomfordes korrekt i enlighet med Animal
Care and Use Code of the Drug Safety Testing Center, Yoshimi,
Saitama, Japan.

2.8 Lapptest

De 22 fors6kspersonerna var alla vuxna japaner (17 kvinnor och 5
mén, i dldern 20-60 ar nir de samtyckte till att medverka i testet).
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Den metod som anvindes var ett 24-timmars slutet lapptest med en

observationsperiod pa tre dagar [15]. Hudprovtejp preparerades med
en lamplig mingd testlosning (cirka 0,03 ml) och fistes pa
forsokspersonens rygg. 24 tim. senare togs ett foto med en
digitalkamera varefter en liakare utvarderade huden enligt gillande
kriterier (1 och 24 timmar efter borttagning).

En saltlosning och vitt vaselin anvindes som kontroll.

Denna studie genomfordes i enlighet med de etiska principerna i
Helsingforsdeklarationen och godkéndes av etiska kommittén hos
SOUKEN Co Ltd (Tokyo, Japan). Skriftligt informerat samtycke
erholls fran alla frivilliga innan testerna. De frivilliga fick pa forhand
tydlig information att det stod dem fritt att delta i studien men om de
inte ville medverka skulle det inte pd nagot sétt ge négra negativa
foljdverkningar. Innan testet kontrollerades de frivilligas hélsostatus
och att de inte hade nagon historik med tung medicinering eller
hudsjukdomar.

3. Resultat

3.1.  Egenskaper hos ett nytt elektrolyserat vatten, SATW

SAIW framstillt i denna studie (under namnet e-WASH) var ett
elektrolyserat alkaliskt vatten med hog koncentration av upplost
vatgas, och dess bestdndsdelar var 99,83 % vatten och 0,17 % KOH.
Omedelbart efter framstillningen inneholl SAIW inget fritt klor
(under detektionsgrinsen), och dess syrereducerande potential,
koncentrationen av uppldst vitgas och pH-viarden var 700 till 900
mV, 423 ppb, respektive 12,5 (cirka +3 %). SAIW:s genomsnittliga
pH-vérde 1ag kvar pé niastan samma nivé under 180 dagar och langre
i forslutet skick, och 48 dagar eller lingre vid frislippning/utan
forslutning??.

3.2. Inaktivering av SARS-CoV-2 med SATW

Forst undersoktes effekten av behandling med SAIW p& SARS-CoV-
2:s smittsamhet. Nar Vero E6/TMPRSS2-celler inokulerades med
SARS-CoV-2 som hade behandlats med en 10-faldig volym SAIW
under 2 min, hade nivén av viralt RNA i cellkultursupernatanten 48
timmar efter infektion minskat med 5-log10 jamfort med virusprover
behandlade med steriliserat vatten (kontroll) (Fig. 1A). Eftersom
exponeringen med SAIW férmodades inaktivera sammanséttningen
av viruspartikelns yta, gjordes darefter en plackreduktionsanalys av
det SAIW-behandlade viruset. Fig. 1B visar att dven efter 30
sekunders behandling kunde inga plack bildad av SARS-CoV-2-
infektion observeras, medan ménga plack erholls efter forbehandling
med steriliserat vatten.

Vi utviarderade ocksa virusbindnings- och intradesstegens effektivitet
[16]. Vero E6/TMPRSS2-cellerna utsattes for SAIW- och
kontrollbehandlat SARS-CoV-2 pé is (bindningsanalys) eller vid 37 °C
(intrddesanalys) under 2 tim. och efter tvittning med kyld PBS
pavisades cellassocierat virus-RNA med RT-qPCR. Resultatet visade
att, jamfort med kontrollen, hade SAIW-behandlingen markant
minskat de virusbindande och efterfoljande intridesprocessernas
effektivitet (Fig. 1C). Sammantagna indikerar dessa data att SAIW-
behandlingen begrinsade SARS-CoV-2:s smittsamhet, sannolikt
genom att viruset néstan helt férlorade férméagan att binda till celler.
3.3. Antivirala aktiviteter mot andra holjevirus och nakna virus
Man testade ocksd effekterna av SAIW p&a inaktivering av tre
holjevirus (influensa A virus, HSV-1 och HCoV-OC43) och tvi nakna
virus (FCV and CPV). Som framgar av Tabell 1, minskade SAITW
smittsamheten hos influensa A-virus, HSV-1, HCoV-OC43, FCV och
CPV med 5,5-, 3,5-, 4,5-, 4,5- respektive 2,9-logio PFU/ml eller
TCID50/ml efter 30 sek. behandling med SAIW.
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3.4 Antibakteriella aktiviteter

De antibakteriella effekterna av SAIW undersoktes genom odling av
bakterier pd mjukagar.
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Fig. 1. Inaktivering av SARS-CoV-2:s smittsamhet med SAIW. (A) Replikationsanalys. SARS-CoV-2 exponerades for en 10-faldig volym SAIW eller steriliserat vatten (kontroll) under 30
sek. till 2 min. och tillsattes till Vero E6/TMPRSS2-celler. Replikationen av SARS-CoV-2 utvirderades genom métning av nivan av virus-RNA med RT-qPCR-analys med anvindning av
primer/probe-set specifika for virusgenomets nukleokapsidregion. (B) Plackreduktionsanalys. SARS-CoV-2 behandlades med SAIW eller steriliserat vatten (kontroll) under 30 sek. till 5
min (300 sek.) och genomgick en plackanalys med anvindning av Vero E6/TMPRSS2-celler. Representativa bilder av plackbildning tva dagar efter exponeringen visas. (C) Analys av
bindning och intrdde. SARS-CoV-2 blandades med SAIW eller steriliserat vatten (kontroll) i férhallandet 1:9 under 2 min och tillsattes till Vero E6/TMPRSS2-celler i is
(bindningsanalys) eller vid 37 ~C (intridesanalys). Efter 2 tim. tviattades de med kyld PBS tre ganger och efter tvittningen isolerades totalt RNA. Cell-associerat SARS-CoV-2-RNA
pavisades med RT-qPCR-analys. De genomsnittliga virdena frén tre oberoende experiment visas med felstaplar som anger standardavvikelser. Statistisk signifikans kunde bestimmas
genom T-testet JMP Pro software (SAS Institute): **, P < 0,01; ***, P < 0,001. P-virden ldgre &n 0,05 ansags vara signifikanta.

Tabell 1
SAIW:s himmande effekt pi smittsamheten hos olika héljevirus och nakna virus «.

Virus Behandling Exponeringstid (sekunder)
o 30 120 180 300
Holjevirus Influensavirus typ HiN1 A/PR/8/34 Kontroll 1 x 107 eb 1 x 1073 e e
SATW E <32¢ <32 e e
Herpes simplexvirus typ 1 (HSV-1) KOS Kontroll 1 %105 e 1 %1058 e E
SATW E <32°¢ <32 e E
Humant coronavirus (HCoV) OC43 Kontroll 1 %106 e E e E
SATW E <32°¢ <32 e E
Nakna virus Felint calicivirus (FCV) Fg Kontroll 1 %106 e E e 1 X 1057
SATW E <32¢ E e <32
Hundens parvovirus (CPV) Kontroll 6.3 x104 e E 6.2 x104 E
SATW E 72 <63¢ e E

a Virustitrar faststélldes med TCIDso/ml.
b Ej testat.
¢ Under detektionsgransen.
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Tabell 2
SAIW:s hammande effekt pd gramnegativa bakteriers viabilitet «.

Bakterie Behandling Tid for exponering (sekunder)
[ 30 300 900

Escherichia coli Control 8.6x105 e?l e 1.1 x 106

SAIW E <10 ¢ <10 <10
Salmonella arizonae Control 7.6 x102 E e E

SAIW E <10 ¢ <10 <10
Legionella pneumophila ~ Control 1.4x107 E e 2.0 X107

SAIW E 5.9 X104 <100 °¢ <100

a Viabla bakterieceller faststélldes som CFU/ml.
b Ej testat.
¢ Under detektionsgriansen.

Tre gramnegativa bakteriestammar exponerades for SAIW i 30 sek.
vilket resulterade i 4,9-, 1,9- och 2,4-log10 reduktion i suspensioner av
E. coli, S. arizonae respektive L. pneumophila (Tabell 2).

3.5 Akut inhalationstoxicitet for SAIW hos mdss

Nar vi undersokte akut inhalationstoxicitet hos SAIW pa ICR-
moss, 5 hanar och 5 honor, kunde vi inte konstatera nigra
abnormiteter eller dodsfall. Néar det géllde kroppsvikt kunde vi
konstatera en minskning hos fyra av fem hanar (0,2, 0,4, 0,5, och
0,8 g), medan en av de fem honorna minskade i vikt (0,4 g) 1 dag
efter exponering. Den genomsnittliga minskningen uppgick till
0,25 g, med ett intervall pd 0,2-0,8 g. Dessa moss visade emellertid
dven viktokningar 2 eller 3 dagar efter exponering. Den
genomsnittliga 6kningen under 14 dagar var 6,58 g for hanar och
4,86 g for honor, och de visade samma tendenser som
kontrollméssen. Efter 14 dagar fanns ingen viktskillnad jamfort med
de oexponerade mossen. Under den tid studien pagick var
fodointaget 4,2-5,4 g/handjur/dag, och 3,8-4,4 g/hondjur/dag,
samma som for kontrollméssen. Inget onormalt kunde konstateras
vid obduktion och inga forandringar kunde konstateras hos vare sig
hanar eller honor vid den histopatologiska undersokningen.

3.6 Lapptester pd mdnniskor

Frivilliga man och kvinnor i dldersspannet 20-60 &r fick genomgéa
ett slutet lapptest didr de kontinuerligt tillférdes SAIW under
kontrollerade former i 24 timmar. Hudirritationsindex konstaterades
vara noll for samtliga frivilliga deltagare.

Diskussion

I denna studie visade vi att SAIW, ett unikt elektrolyserat vatten,
var ett sikert desinfektionsmedel mot holjevirus, nakna virus och
gramnegativa bakterier. Hittills har framst den antibakteriella
effekten av surt elektrolyserat vatten studerats. I flera fall har
studierna varit fokuserade pa verkningarna av FAC (tillgdngligt
fritt klor) i elektrolyserat vatten [17,18]. Nyligen rapporterades att
ett neutralt elektrolyserat vatten (pH 77) reducerade RNA-kopior av
humant norovirus med 4,8-log10 efter suspension under 1 min. i
nérvaro av 250 ppm FAC [19]. Dessutom pévisade Bui et al. en
starkt virusdodande effekt pd mul- och klovsjukavirus vid
anvindning av alkaliskt elektrolyserat vatten (pH 12,1)
innehéllande 1,0 ppm FAC, vilket indikerar att effekten ar
oberoende av klornivan i l6sningen [20]. En av de sérskiljande
egenskaperna hos SAIW éar att detta elektrolyserade vatten inte
innehéller nigra klorbaserade kemikalier. Dessutom &r SAIW
farglost, luktfritt, transparent och icke-fratande. Det kan enkelt
omvandlas till vatten eller saltvatten genom spadning, vilket gor
SAIW ar extremt miljovinligt. Dessutom dr SAIW ett kemiskt
stabilt vatten under lang tid (flera ménader eller langre). SATW-
generatorer dr kommersiellt tillgdngliga och har férdelen att de
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enkelt kan anvéndas for att framstélla farskt elektrolytiskt vatten pa
plats genom anvandning av kranvatten och kaliumkarbonat, och kan
dirigenom bidra till att forebygga katastrofer i nddsituationer. Med
héansyn till dess sidkerhetsprofil in vivo, som presenteras i denna
studie, forviantas SAIW komma till anvdndning, inte bara som en
blotlaggnings- och  rengoringslosning utan ocksd som
desinfektionsmedel p& stillen dar det inte ar tillitet att anvianda
alkohol.

Det &r intressant att undersoka hur SAIW inaktiverar virus och
bakterier. Mekanismen for denaturering av viruspartiklarna
genom att dndra pH-vérdet har studerats ingdende med
anvandning av tobaksmosaikvirus (TMV) [21]. En undersokning
med elektronmikroskop visade att TMV- partiklarna var
likformiga vid ett pH-virde p4 6,8, medan l&ga koncentrationer
av vitejoner inte gav upphov till ngon aggregation, utan snarare
till att de stavformade viruspartiklarna brots av, vilket reducerade
homogeniteten hos TMV-partiklarna [22]. Viktigt dr att bade
smittsamheten och antigeniciteten upphorde helt vid pH-vardet
12,4, dé strukturen hos virusstavarna forstordes och producerade
sma globformade féllningar [22]. I en liknande studie dar man
anvinde nakna poliovirus rapporterades att behandlingen av
viruspartiklar vid ett pH-véarde pa 10,0 frigjorde sparkomponenter
rika pé kapsidprotein VP4 frén virusets kapsid och den
dterstdende kapsidstrukturen visade samma H-antigenicitet som
den intakta, fast det var tomma kapsider utan viralt RNA. Vid ett
pH-véirde pd 12,0 bréts den ned till mindre bestdndsdelar som inte
visade ndgon H-antigenicitet [23]. Dessa resultat indikerar att den
grundldggande strukturen och antigeniciteten hos viruspartiklar
forsamrades signifikant av den alkaliska behandlingen. I vér studie
hammade starkt alkaliskt SAIW (pH 12,5) smittsamheten hos alla
testade virus (Fig. 1A och Tabell 1) och visades inaktivera SARS-
CoV-2bindning till malcellerna (Fig. 1C). P4 samma sédtt himmades
tillvixten av tre gramnegativa bakterier totalt genom behandling
med SAIW (Tabell 2). Eftersom virala och bakteriella
infektionshindelser dr kinsliga och sddan biologisk aktivitet utévas
effektivt vid fysiologiskt pH-vérde, dr det sannolikt att den dodliga
biologiska forédndringen av patogenen sker innan
proteinkomponenterna denatureras. Slutsatsen ar att SAIW utgor
ett lovande alternativ for effektiv och séker desinficering. Eftersom
SAIW bestar av vatten och en férsumbar mangd KOH, bildar det
inte klor, ger inte upphov till skarpa lukter och det utgor ingen risk
eller skapar behov av forsta hjalpen. Dessutom boér SAIW inte vara
beroende av geografiska forhallanden eftersom det kan framstéllas
overallt dar det finns tillgéng till elektricitet. SAIW &r ett
miljévanligt och hallbart desinfektionsmedel som uppfyller kraven
for att nd SDGs maél eftersom det &r utspatt med vatten och pH-
vardet blir neutralt och atergar till att vara naturligt vatten. Darfor
kommer vér framtida forskning att dgnas at att validera huruvida
SAIW kan fungera som ett nytt desinfektionsmedel for framtida
smittskydd, i synnerhet om besprutning av slutna utrymmen
fungerar som siker sanering av luften och miljon.
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