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RESUMO

Surgindo como uma alternativa aos métodos de limpeza e desinfeccao manuais, os dispositivos que
utilizam luz ultravioleta C (UVC) apresentam evidéncias capazes de inativar um amplo espectro de micro-
organismos como bactérias, fungos e virus. O objetivo desse estudo foi avaliar a eficacia da radiacdao UVC na
desinfeccao microbiana e viral. Para isso, foi realizado um estudo experimental utilizando um rodo de limpeza
composto de duas lampadas de mercirio de 30 W para esterilizacdao a uma distancia de 60 mm do chao. Para
o ensaio de avaliacao antimicrobiana, foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa cultivadas em placas contendo agar Mueler Hinton sendo submetidas a diferentes
doses de radiacao UVC (0 mJ/cm?, 17,5 mJ/cm?, 31,2 mJ/cm?, 62,4 mJ/cm?2 e 175,5 mJ/cm?2). Para o ensaio de
avaliacao antiviral, foram utilizadas amostras clinicas com resultado positivo na RT-qPCR para o SARS-CoV-2 e
nesse caso, placas estéreis que continha apenas essas amostras recebeu uma dose de radiacao UVC igual a O
mJ/cm2, 19,5 mJ/cm?, 58,5 mJ/cm2, 117,0 mJ/cm2 e 175,0 mJ/cm?, respectivamente. Na cultura de E. coli nao
houve crescimento da bactéria em nenhuma das dosagens testadas. Na cultura de S. aureus, houve o crescimento
de colonias nas dosagens de 17,5 mJ/cm2 e 31,2 mJ/cm=2. Ja nas placas contendo P. aeruginosa houve
crescimento em todas as dosagens avaliadas, com diminuicao do niimero de col6nias ao longo das exposicoes.
Quanto aos resultados virais, pode-se observar uma diminuicao da carga viral. A utilizacao do rodo com radiacao
UVC foi eficaz na desinfeccao das bactérias e virus testados.

EVALUATION OF THE USE OF ULTRAVIOLET TYPE C RADIATION FOR MICROBIAL AND VIRAL

DISINFECTION
KEYWORDS: UV Radiation; Desinfection; Pathogenic Bacterias; SARS-CoV-2

ABSTRACT

Emerging as an alternative to manual cleaning and disinfection methods, devices that use ultraviolet C
(UVC) light present evidence capable of inactivating a wide spectrum of microorganisms such as bacteria, fungi
and viruses. The aim of this study was to evaluate the effectiveness of UVC radiation in microbial and viral
disinfection. For this, an experimental study was carried out using a cleaning squeegee composed of two 30 W
mercury lamps for sterilization at a distance of 60 mm from the floor. For the antimicrobial evaluation assay,
strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa were grown on plates containing
Mueler Hinton agar and subjected to different doses of UVC radiation (0 mJ/cm2, 17.5 mJ/cm?2, 31.2 mJ/cm?2,
62.4 mJ/cm2 and 175.5 mJ/cm?). For the antiviral evaluation assay, clinical samples with a positive result in RT-
qPCR for SARS-CoV-2 were used in and in this case, each sterile plate that contained only these samples received
a dose of UVC radiation equal to 0 mJ/cm2, 19, 5 mJ/cm?, 58.5 mJ/cm?, 117.0 mJ/cm2 and 175.0 mJ/cm?2,
respectively. In the culture of E. coli there was no growth of the bacteria in any of the doses tested. In the culture
of S. aureus, there was the growth of colonies in the dosages of 17.5 mJ/cm2 and 31.2 mJ/cmz2. On the plates
containing P. aeruginosa, there was growth at all doses evaluated, with a decrease in the number of colonies along
the exposures. As for the viral results, a decrease in viral load can be observed. The use of the squeegee with UVC
radiation was effective in disinfecting the bacteria and viruses tested.
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1 INTRODUCAO

As Infeccoes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sao infecgoes adquiridas apés o processo de
admissao do paciente e estao relacionadas aos procedimentos de assisténcia realizados, podendo se manifestar
durante a internacao ou mesmo apos a alta (BRASIL, 1998). As IRAS sao consideradas o principal efeito adverso
no cuidado ao paciente internado e, por isso, caracterizam um grave problema de salde publica do mundo,
responsavel pelo aumento da morbimortalidade e tempo de internacao, além do comprometimento psicolégico
e econdomico (BAMMIGATTI et al., 2017; NOUETCHOGNOU et al., 2016). As IRAS podem influenciar diretamente
no desfecho clinico e ja sao consideradas a segunda causa mais comum de morte, principalmente em pacientes
mais criticos internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTls) (DANCER, 2013; YUE et al., 2017).

Cerca de 20 a 40% das IRAS podem ser associadas a infec¢oes cruzadas causadas pela transmissao de
patégenos através das maos dos profissionais da salide, resultado do contato direto com pacientes infectados ou
ainda indireto, por meio de superficies e objetos contaminados (AHMED et al., 2019; JULLIAN-DESAYES et al.,
2017). Micro-organismos como bactérias, fungos e virus podem permanecer desde horas até dias em paredes,
pisos e bancadas, além de equipamentos médicos como prontuarios e estetoscopios (BRIXNER; RENNER;
KRUMMENAUER, 2016; SILVEIRA et al., 2020).

Com o intuito de prevenir as IRAS e garantir a seguranca do paciente, medidas de controle e prevencao
de infeccao devem ser adotadas no ambito hospitalar. Para isso, a correta limpeza e desinfecgcao de superficies
é de extrema importancia para diminuir a carga microbiana ambiental (HAN et al., 2015; HAVILL, 2013). Métodos
quimicos mais tradicionais como o uso de solugdes alcoolicas e detergentes sdo comumente utilizados, no
entanto, 5 a 30% das superficies permanecem contaminadas devido a ineficacia desses produtos frente a
formacao de biofilmes ou ainda, devido ao uso de concentracoes inadequadas (BOYCE et al., 2016; VICKERY et
al., 2012).

Diante do problema apresentado, novas tecnologias vém sendo adotadas para auxiliar na limpeza e
desinfeccao de superficies, como é o caso do uso de dispositivos com luz ultravioleta do tipo C (UVC). A luz UVC
apresenta efeito germicida e diversos estudos ja mostram sua capacidade de inativar um amplo espectro de
micro-organismos, de forma mais sensivel e eficaz quando comparado com os métodos quimicos manuais. Além
disso, a técnica possui tempos de exposicao rapidos e pode ser realizada de forma moével, dispensando o uso de
instalacoes (CASINI et al., 2019; KIM; KANG, 2018; YANG et al., 2019). Nesse contexto, o objetivo do estudo foi

avaliar a eficacia da radiacao UVC na desinfeccao bacteriana e viral.

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

As doencas infectocontagiosas sao altamente transmissiveis e na maioria das vezes, os micro-
organismos responsaveis podem permanecer ativos em superficies mesmo fora do hospedeiro, aumentando a
probabilidade de ocorréncia das IRAS em pacientes internados (BRIXNER; RENNER; KRUMMENAUER, 2016). O
Ministério da Saide (2012), caracteriza que a limpeza e desinfeccdo de ambientes e superficies proximas aos
pacientes sao necessarias para garantir a seguranca e bem-estar dos mesmos, além de sua familia e equipe de
salde. Em relacao as medidas que devem ser realizadas pelas comissoes de controle de infecgoes para garantir
uma desinfeccao adequada, estao os protocolos preconizados pelo Centro de Controle de Infecgoes (CDC), os

quais recomendam que clinicas de salde e hospitais facam a limpeza de superficies de alto toque, utilizando
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desinfetantes a base de etanol, isopropanol, acido peracético, cloro, glutaraldeido e quaternario de amonio
(RUTALA, 2008).

Diante do cenario pandémico atual, causado pela doenc¢a do novo coronavirus (COVID-19), a busca por
novas estratégias de desinfeccdo de ambientes tornou-se mais evidente, principalmente pela necessidade de
eliminar aerossois contaminados que podem ficar suspensos no ambiente ou ainda depositados em superficies
que se tornam fontes de contaminacao (KAMPF et al., 2020; VAN DOREMALEN et al., 2020). Estudos ja mostram
que a contaminacao do ambiente esta diretamente relacionada a casos de tuberculose, virus respiratorios como
coronavirus e influenza, gastroenterites e transmissao de bactérias multirresistentes (DE LAROCHE et al., 2020;
REALE et al., 2017; VAN DOREMALEN et al., 2020).

Surgindo como alternativa aos métodos quimicos tradicionais, tecnologias que utilizam a luz UVC
mostram-se promissoras e podem garantir uma maior eficacia na limpeza e desinfeccdo de ambientes e
superficies, uma vez que é capaz de inativar diferentes espécies de virus, bactérias e fungos (GURIDI et al., 2019;
KIM; KANG, 2018; ROCHA et al., 2021). A luz ultravioleta, pode ser classificada conforme a regiao do espectro de
ondas em que se encontra, podendo ser UVA (315 a 400 nm), UVB (280 a 315 nm) ou UVC (200 a 280 nm), no
entanto, a acao germicida € dada apenas na regiao da luz UVC (VECCHIA et al., 2007). Desde 1877, cientistas ao
redor do mundo ja haviam descoberto a capacidade de eliminar micro-organismos com o uso da luz UV e durante
as Ultimas décadas, sua aplicacao na desinfec¢ao tornou-se amplamente reconhecida e aceita pelas agéncias
reguladoras como um processo seguro, eficaz e econdomico (DOWNES; BLUNT, 1877; RUTALA, 2008).

A acao germicida da luz ultravioleta do tipo C resulta em danos celulares nos micro-organismos, através
de mecanismos de fotoidratacao, fotossintese, fotodimerizacao e fotorreticulagao, inibindo a replicacao celular.
De modo geral, a luz UVC atua na quebra de ligacoes quimicas presentes no DNA ou RNA dos patégenos,
inativando-os e consequentemente, causando morte celular (CUTLER; ZIMMERMAN, 2011; KOWALSKI, 2009). As
lampadas UVC apresentam ainda, um alto rendimento na regiao de 254 nm, o que justifica a maior
vulnerabilidade dos micro-organismos, uma vez que o comprimento de onda maximo de absorcao das moléculas
de acidos nucleicos é de 260 nm (TSENG; LI, 2007).

As principais vantagens em relacao ao uso de radiacao UVC para a desinfeccao esta na acao contra um
amplo espectro de bactérias, fungos e virus, menor tempo de exposicao, economia de custos como mao de obra
e consumiveis, além de nao deixar residuos que podem ser nocivos ao meio ambiente (RUTALA; WEBER, 2013).
No entanto, uma desvantagem relacionada ao uso da luz UV é que esta vai perdendo sua eficiéncia conforme o
tempo de uso, em decorréncia da queda da poténcia irradiada e por isso, seu uso deve ser controlado com o
intuito de verificar quando houver necessidade de troca das lampadas (GUETTARI; GHARBI; HAMZA, 2020). Por
fim, as lampadas UV podem ser ligadas apenas na auséncia de pessoas, entretanto, diversos estudos ja mostram
sua aplicacao em sistemas totalmente automatizados, focados em tecnologias “no touch” e que dispensam
instalacoes e quaisquer modificacdes na infraestrutura do ambiente (CASINI et al., 2019; GUETTARI; GHARBI;
HAMZA, 2020; YANG et al., 2019).

3 MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo experimental em parceria com a Universidade Federal do Rio Grande (FURG) e o

Instituto Federal do Rio Grande do Sul (IFRS), em que os grupos de pesquisa dessas instituicoes desenvolveram
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um protétipo de um rodo de limpeza que utilizou duas lampadas de mercirio com radiagcao UVC modelo
HNS30WG13 (Osram, Alemanha) e poténcia de 30 watt (W). Os testes relacionados a atividade antimicrobiana e
antiviral foram realizados nos laboratérios com nivel de seguranca NB2 vinculados ao Parque Cientifico e
Tecnolégico Regional da Universidade de Santa Cruz do Sul (TecnoUnisc).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e a uma distancia de 60 mm entre a fonte geradora
da radiacao e a superficie das placas de agar Mueller Hinton contendo as cepas bacterianas e as placas contendo
as amostras clinicas positivas para o SARS-CoV-2, de forma que a incidéncia dos raios fosse perpendicular as
amostras testadas. Ainda, foi realizada a quantificacdo da dose de radiacao utilizada, calculada através da

intensidade de radiacao emitida pela lampada por area irradiada, por um determinado tempo de exposicao.

3.1 Ensalo antimicrobiano

Para o ensaio antimicrobiano, foram utilizadas cepas padrao ATCC (American Type Culture Collection) de
Staphylococcus aures (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
com o intuito de verificar a eficacia da radiacao UVC frente a bactérias Gram positivas e as Gram negativas.

Inicialmente, as bactérias foram ativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas em estufa
bacteriolégica a 37°C durante 24 horas. Na sequéncia, foram inoculadas em /:\gar Mueller Hinton e incubadas
novamente nas mesmas condicoes. A partir das culturas, foram preparados inéculos para cada um dos micro-
organismos, com densidade correspondente ao padrao 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). De cada
inéculo transferiu-se 100 uL para placas de Petri, contendo Agar Mueller Hinton. Cada microrganismo recebeu
diferentes doses de radiacdao UVC: 0 mJ/cm?, 17,5 mJ/cm?, 31,2 mJ/cm?, 62,4 mJ/cm?, 1755 mJ/cm?,
respectivamente. Apos a exposicao, as placas foram incubadas a 37°C por mais 24 horas. A leitura e contagem
das colonias foi realizada de forma manual e o resultado expresso em unidades formadoras de col6nia (UFC) por

mL e comparadas com aquelas placas que nao receberam radiacao.

3.2 Ensaio antiviral

Para o ensaio antiviral, foram utilizadas trés amostras clinicas de nasofaringe (A, B e C) pertencentes ao
banco de amostras do Laboratorio de Biologia Molecular da UNISC que tiveram o resultado de RT-qPCR positivo
para a COVID-19.

Inicialmente, foram transferidos 100 pL da amostra em placas de Petri estéreis e sem meio de cultura,
apos, as amostras receberam doses de radiacao UVC diferente, sendo iguais a 0 mJ/cm2, 19,5 mJ/cm?2, 58,5
mJ/cm2, 117,0 mJ/cm2, 175,0 mJ/cm2, respectivamente. Logo apoés, foram adicionados 200 pL de cloreto de
sodio 0,9%, sendo o0 mesmo volume transferido para um microtubo estéril. Em seguida, as amostras foram
submetidas a extracao do RNA viral automatizada no equipamento Extracta 32 (Loccus Biotecnologia, Brasil),
utilizando o kit MagMAX™ CORE Nucleic Acid Purification Kit (Applied Biosystems, Estados Unidos da América)
conforme instrucoes do fabricante. Por fim, foi realizada a transcriptase reversa seguida de reacao em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-gPCR), utilizando o kit AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Reagents (Applied
Biosystems, Estados Unidos da América) conforme instrucoes do fabricante. As amostras foram amplificadas no
equipamento QuantStudio 3 (Applied Biosystems, Estados Unidos da América) para identificacao do gene da

ribonuclease P humana (RNaseP) como controle interno e do gene de envelope (E) do virus SARS-CoV-2 para
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deteccao da carga viral (CORMAN et al., 2020). As analises foram realizadas através da avaliagcao do nimero de
Ct (Cycle Threshold).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as placas controle, ou seja, que nao foram expostas a luz ultravioleta, apresentaram crescimento
microbiano. Em relacao as dosagens testadas, pode-se perceber que a luz UVC foi eficaz na diminuicao de todas

as populacoes bacterianas avaliadas, conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados do crescimento microbiano conforme a dosagem de exposicao a luz UVC

Dosagem (mJ/cm?) o 17,5 31,2 62,4 175,5
S. aureus > 100.000 UFC/mL 11 UFC/mL 9 UFC/mL - -
E. coli >100.000 UFC/mL - - - -
P. aeruginosa > 100.000 UFC/mL 16 UFC/mL 8 UFC/mL 2,6 UFC/mL 1 UFC/mL

O presente estudo procurou avaliar alguns dos principais micro-organismos de importancia clinica, no
qual estao frequentemente associados as IRAS e podem ser comumente encontradas em superficies e objetos
contaminadas (AHMED et al., 2019; JULLIAN-DESAYES et al., 2017; SILVEIRA et al., 2020). As bactérias sao
classificadas conforme a composicao de sua parede celular, sendo divididas, a maioria, em dois grandes grupos,
Gram positivas e Gram negativas (MEGRIAN et al., 2020). Bactérias Gram negativas apresentam uma parede
celular mais delgada, com uma fina camada de peptidoglicano, e por isso podem ser lisadas com maior
facilidade, o que justifica a completa inibicao do crescimento de E. coli logo nas primeiras doses testados. No
entanto, a Pseudomonas aeruginosa, apesar de ser um bacilo Gram negativo, se diferencia por apresentar uma
rigida capsula de polissacarideos mucoides que promove a formacao de biofilmes, tornando-a assim uma
bactéria mais dificil de ser eliminada (YU; MA, 2017). O Staphylococcus aureus é um coco Gram positivo e possui
uma parede mais espessa de peptidoglicano e, também, dificulta o alcance da luz UVC ao material genético
(MEGRIAN et al., 2020).

Métodos usuais de limpeza e desinfeccao nao sao totalmente eficazes e podem deixar residuos de
contaminacao e consequentemente causar contaminacoes cruzadas (BOYCE et al., 2016; VICKERY et al., 2012).
Dispositivos acoplados com a luz UVC ja vem sendo uma alternativa aos reagentes quimicos para a desinfeccao
e eliminagao de micro-organismos, através do mecanismo de quebra das ligacoes presentes no DNA, dificultando
a sobrevivéncia desses patogenos (CUTLER; ZIMMERMAN, 2011; GURIDI et al., 2019; KOWALSKI, 2009; YANG et
al., 2019). O dispositivo UVC avaliado nesse estudo permitiu a eliminagao completa das bactérias S. aureus e E.
coli com a aplicacao de 31,2 mJ/cm2 e 17,5 mJ/cm?, respectivamente, o que corresponde a uma distancia de
60 mm. Outros estudos testaram a eficacia da luz UVC a uma distancia maior, de até 1 metro de distancia, e
concluiram que houve diminuicdo no crescimento microbiano de diferentes bactérias como S. aureus resistente
a meticilina, P. aeruginosa, E. coli, Enterococcus faecium e Clostridium difficile.(GURIDI et al., 2019; ROCHA et al.,
2021; YANG et al., 2019). Ja Kim e colaboradores (2018), avaliaram a eficacia da luz ultravioleta em aerossois

formados por diferentes bactérias e observaram sua inativacao completa em 4,6 mJ/cmz2. A eficacia da radiacao
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germicida também ja foi relatada contra algumas espécies de fungos como Candida albicans e Aspergillus flavus
(GURIDI et al., 2019; ROCHA et al., 2021; RUTALA; GERGEN; WEBER, 2010).

O presente estudo também avaliou a eficacia do rodo com luz UVC frente ao virus SARS-CoV-2, causador
da pandemia da COVID-19. Na Tabela 2, é possivel verificar que houve um aumento nos valores de Ct, tanto no
gene RP como no gene E, de todas as amostras testadas a medida que a dosagem aumentava. O Ct, resultado
obtido na RT-qPCR, é o niimero do ciclos hecessarios para que a reacao atinja seu limiar, ou seja, € o ponto de
interseccao entre a curva de amplificacao e a linha threshold (LEAL et al., 2019). O Ct pode servir como uma
medida relativa de concentracao do alvo, pois seu valor é inversamente proporcional a quantidade de material
genético presente na amostra. Valores baixos de Ct indicam uma maior concentracao de material genético, pois
foi necessario menos ciclos para que aquela amostra atingisse sua fluorescéncia maxima e ao contrario, valores
altos de Ct, podem significar baixas concentragoes do alvo ou até mesmo auséncia. Ainda, valores de Ct maiores
que 37 sao considerados tardios e provaveis indicativos de resultados falso-positivos (SALGADO et al., 2013; WU
et al., 2013).

Tabela 2 - Resultados de Ct obtidos na RT-qPCR conforme a dosagem de exposicao a luz UVC

Dosagem (mJ/cm?) o 19,5 58,5 117,0 175,0
Gene RP 27,9 30,2 29,7 30,0 30,1

Amostra A GeneE 16,1 19,3 19,8 20,8 21,4
Amostra B Gene RP 31,1 31,5 31,5 31,8 32,1
GeneE 24,2 26,2 27,1 29,7 29,8

Gene RP 30,0 29,9 30,5 30,7 31,0

Amostra C GeneE 31,1 32,5 34,6 36,0 36,5

A pandemia da COVID-19 trouxe novos desafios e destacou a importancia de uma descontaminacao mais
eficaz e, em contrapartida, que demandasse menos tempo. O SARS-CoV-2 é um virus que pode ser transmitido
principalmente pelo contato com pessoas infectadas, mas também, pelo depésito de particulas contaminadas
nas superficies (KAMPF et al., 2020; VAN DOREMALEN et al., 2020). A prépria luz solar pode ser capaz de inativar
a maioria dos virus, no entanto, em ambientes fechados, como hospitais e clinicas, a luz ultravioleta germicida ja
é amplamente utilizada e recomendada (BOYCE, 2016; CASINI et al., 2019). No presente estudo, foi possivel
verificar a diminuicao da carga viral do coronavirus a partir de 19,5 mJ/cm2 de exposicao UVC. A diminuicao foi
contabilizada em termos de reducao de RNA viavel para amplificacao na RT-gPCR. Importante destacar que pela
técnica utilizada, nao é possivel identificar se havia ainda a presenca de virus viavel. Apesar disso, o material
genético do SARS-CoV-2 pode ser encontrado em superficies de ambientes de pacientes com infeccao ativa
mesmo apos sua alta, chegando a ser identificado em 33,3% das amostras testadas e apés a desinfeccao com a
luz ultravioleta do tipo C, nenhuma das amostras avaliadas teve resultado positivo na RT-qPCR (SU et al., 2022).

A utilizacao da radiacao UVC nesta pesquisa mostrou-se eficaz na diminuicao da carga viral das amostras
dos pacientes diagnosticados com a COVID-19, apresentando valores de Ct entre 21,4 e 36,5 nas dosagens
maximas testadas, devendo-se levar em consideracao que as amostras inicialmente apresentavam valores de Ct
entre 16,1 e 31,1. Em amostras coletadas do ambiente, a carga viral é inferior a de pacientes e pode revelar

valores consequentemente mais altos, variando de 33,7 a 39,7 (NISSEN et al., 2020). Heilingloh e colaboradores
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(2020), observaram a inativagao completa do virus em uma radiacao igual a 1048 mJ/cm?2, sendo essa uma dose
bem mais elevada que as testadas nesse estudo. Ja, Bormann e colaboradores (2021) desenvolveram uma caixa
com lampadas UVC acopladas para desinfeccao de objetos e concluiram que a inativacdo completa do SARS-CoV-

2 foi dada em 3 minutos, ainda que ja fosse percebida a diminuicao da carga viral logo nos primeiros 10 segundos.

5 CONCLUSAO

Através desse estudo, foi possivel avaliar que uso da radiacao UVC mostrou-se eficaz na dosagem de 62,4
mJ/cm? frente a bactéria S. aureus e na dosagem de 17,5 mJ/cm?2 para a bactéria E. coli, diminuindo ainda o
crescimento microbiano da P. aeruginosa. Quanto a avaliacao antiviral, pode-se observar que houve diminuicao
da carga viral do SARS-CoV-2 conforme o aumento da exposicao a luz UVC. Contudo, futuras analises com
adaptacoes devem ser realizadas com o intuito de compreender melhor a acao da luz UVC e melhorar ainda mais

a sua eficacia.
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