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WYNIKI BADAN URZADZENIA VIREWALL SOLUVA H
DEZAKTYWACJA WYSUSZONEGO POWIERZCHNIOWO SARS-COV-2
PRZEZ NASWIETLANIE UV-C

Badania prowadzone pod przewodnictwem prof, dr. Michael Schindler - Kierownik Katedry Wirusologii Molekularnej

Instytut Wirusologii Lekarskiej i Epidemiologii Choréb Wirusowych Szpitala Uniwersyteckiego] Tibingen, Niemcy

Abstrakt

Pandemia SARS-CoV-2 wymaga tanich, niezawodnych i szybkich technologii dezynfekcji i odkazania. W pracy ocenilismy
skuteczno$¢ promieniowania UV-C do dezaktywacji wysuszonego powierzchniowo wirusa SARS-CoV-2. Suszenie przez
dwie godziny nie miato wiekszego wptywu na zakazno$é SARS-CoV-2, co wskazuje, ze wydychany wirus w kropelkach lub
aerozolach pozostaje zakazny na powierzchni przynajmniej przez pewien czas. Zaskakujace jest to, ze krotka ekspozycja
powierzchni o wysokim mianie wysuszonego wirusa (3*1076 1U/mL) na $wiatto UV-C (16 mJ/cm?) spowodowata catkowita
redukcje zakaznosci wirusa SARS-CoV-2. Wziete razem, nasze wyniki pokazuja, ze SARS-CoV-2 jest szybko dezaktywowany
przez stosunkowo niskie dawki promieniowania UV-C.

W zwigzku z tym dziatanie UV-C jest skutecznym, innym niz chemiczne sposobem dekontaminacji powierzchni
z zakaznego SARS-CoV-2 o wysokim mianie.

Wstep

SARS-CoV-2 rozprzestrzenit sie na catym Swiecie i istnieje pilna potrzeba szybkich, wysoce wydajnych, przyjaznych dla
Srodowiska innych niz chemiczne procedur dezynfekcji. Zastosowanie $wiatta UV-C, to uznana technologia odkazania
powierzchni i aerozoli (literatura 1-3). Procedura ta okazata sie skuteczna w dezaktywacji SARS-CoV-1 (literatura 4-6), kilku
innych otoczkowych i bezotoczkowych wiruséw oraz bakterii (literatura 7). Ostatnio wykazano réwniez, ze SARS-CoV-2
jest wrazliwy na dezaktywacje przez promieniowanie UV-C (literatura 8-10). Jednak dawki i czas ekspozycji niezbedne do
catkowitej dezaktywacji SARS-CoV-2 miescity sie w zakresie wykluczajacym skuteczno$¢ metod opartych na promieniowaniu

UV do dekontaminacji powierzchni oraz aerozoli stosowanych na szeroka skale (literatura 10).

Dlatego przeprowadzilismy ,prawdziwe” podejscie do aplikacji, symulujac dezaktywacje wysuszonej powierzchni, na ktérej
znajduje sie zakaZzny SARS-CoV-2, za pomocg przenoSnego urzadzenia VireWall Soluva H, emitujacego promienie UV-C
oraz skrzynki UV-C przeznaczonej do dekontaminacji obiektow Sredniej wielkosci. Nasze dane Swiadcza, ze wysuszony
powierzchniowo SARS-CoV-2 zachowuje zakaznos$¢ przez co najmniej dwie godziny. Krétkotrwata ekspozycja wysuszonego

powierzchniowo SARS-CoV-2 o wysokim mianie na dziatanie Swiatta UV-C prowadzi do catkowitej redukcji zakaznosci.

W zwigzku z tym napromienianie UV-C jest szybka i optacalng technologia odkazania powierzchni z SARS-CoV-2
o wysokim mianie.
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Materiat i metody

Hodowla komérkowa.

Komorki Caco-2 (ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego) hodowano w 37°C z 5% CO2 w DMEM zawierajacym 10% FCS,
z2 mM l-glutaming, 100 pg/ml penicyliny-streptomycyny i 1% wirusow NEAA.

Wirusy.

Rekombinowany SCoV2 wyrazajagcy mNeonGreen (icSARS-CoV-2-mNG) (literatura 11) uzyskano ze Swiatowego Centrum
Referencyjnego ds. Pojawiajacych sie Wiruséw i Arbowirusow (WRCEVA) w UTMB (Oddziat Medyczny Uniwersytetu
Teksanskiego). Aby wygenerowad zapasy icSARS-CoV-2-mNG, zakazono 200 000 komorek Caco-2 50 ul roztworu wirusa na
6-dotkowej ptytce, nastepnie supernatant zebrano przy indeksie 48 hpi, odwirowano i przechowywano w temperaturze
-80°C. W celu okreslenia MOI przeprowadzono miareczkowanie przy uzyciu seryjnych rozcieAczen roztworu wirusa. Liczbe
zakaznych czastek wirusa na ml obliczono jako (MOl x liczba komorek) / (objetos¢ zakazenia), gdzie MOI = -In(1 - wskaznik
zakazenia).

Dezaktywacja przy zastosowaniu Swiatta UV-C.

35ulzapasuwirusa, co odpowiada ~4*106 zakaznym jednostkom (IU), wirusa icSARS-CoV-2-mNG zostato nakropione (w trzech
powtdrzeniach) na 6-dotkowych ptytkach i suszone przez dwie godziny w RT. 6-dotkowe ptytki z kroplami wysuszonego
wirusa poddano dziataniu Swiatta UV-C przy uzyciu komory dezynfekcyjnej Soluva® pro UV (Heraeus) przez 60 sekund
lub przy uzyciu Soluva® pro UV przenos$nej komory dezynfekcyjnej (Heraeus) przez 2 sekundy w trybie fix przy odlegtosci
ptytek 5120 cm. Ponadto, testowano schemat poruszania sie przy niskiej (3,7 5 cm/s) i duzej (12cm/s) predkosci przy 20 cm
testowane] odlegtosci. Jako kontrole, 6-dotkowe ptytki nakropiono wirusem i osuszono, ale nie poddano promieniowaniu
UV. Po naswietlaniu promieniami UV plamki wirusa zostaty odtworzone przy uzyciu 1 ml infekcyjnej pozywki (pozywki
hodowlane z 5% FCS). Jako kontrole rozcienczono 35 pl oryginalnego zapasu wirusa w 1 ml pozywki infekcyjnej i uzyto jako
kontrole zakaznos$ci wirusa.

Ocena zastosowania promieni UV.

W przypadku eksperymentow z infekcja, 1 x 104 komorek Caco-2 na jeden dotek wysiane na 96-dotkowych ptytkach dzien
przedinfekcja. Komérkiinkubowanoz SARS-CoV-2 szczepem icSARS-CoV-2-mNG przy MOI=1,1 (zapas) lub wirusem poddanym
dziataniu promieniowania UV irekonstytuowanym w seryjnych dwukrotnych rozcienczeniach od 1:200 do 1:51200. Komorki 48
hpi utrwalono 2% PFA i zabarwiono odczynnikiem Hoechst33342 (stezenie koncowe 1 ug/ml) przez 10 minut w temperaturze
37°C. Roztwdr barwienia usunieto i wymieniono na PBS. Do iloSciowej oceny wskaznikdéw infekcji, obrazowanie wykonano
przy uzyciu za pomocg czytnika Cytation3 (Biotek), a komorki Hoechst+ i mNG+ zostaty automatycznie przeliczone przez
oprogramowanie Gen5 (Biotek). Miana wirusa (liczba zakaznych czastek wirusa na ml) obliczono jako (MOl x liczba komorek)
/ (objetos¢ zakazenia), gdzie MOI = -In(1 - wskaZnik zakazenia). Wskazniki infekcji ponizej wartosci 0,01 zostaty uzyte jako
warto$¢ graniczna i ustawione na 0 w celu unikniecia fatszywie pozytywnych obliczen.

Oprogramowanie i analiza statystyczna.

Oprogramowanie GraphPad Prism 8.0 uzyto do analiz statystycznych i do generowania wykreséw. Diagramy wygenerowano
przy uzyciu programu CorelDrawX7. Inne stosowane oprogramowanie to Gen5 v.3.10.
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Wyniki

ZastosowaliSmy podejscie eksperymentalne w celu oceny wptywu zastosowania UV-C na stabilno$¢ SARS-CoV-2. Symulujac
sytuacje, w ktorej wydychane krople lub aerozole pochodzace od zakazonych oséb zanieczyszczajg powierzchnie,
wyprodukowalismy zakazny materiat SARS-CoV-2 o wysokim mianie i wysuszyliSmy 35uL tego materiatu, co odpowiada
~4*1076 IU/ml w kazdym dotku ptytki 6-dotkowej. Nastepnie ptytki byty albo nie byty poddawane dziataniu promieniowania
UV-C albo poddawane dziataniu pieciu reziméw UV-C (Rys. la). Obejmowato to dezaktywacje przez 60 s w pudetku
przeznaczonym do dezynfekcji przedmiotow Sredniej wielkosci, 2 s ekspozycji w odlegtosci 5 cm lub 20 cm z recznym
urzadzeniem do dezynfekcji UV-C VireWall Soluva H i wreszcie badanie symulujgce dekontaminacje powierzchni za
pomoca recznego urzagdzenia UV-C. W tym celu wykonalis§my powolne i szybkie poruszanie sie w odlegtosci ~20 cm, przy czym
,powolne” odpowiada predkosci~3,75cm/s (film uzupetniajacy 1) a ,szybkie” przy predkosci~12cmy/s (film uzupetniajacy 2).

Natezenie promieniowania UV-C (254 nm) w pudetku z czasem naswietlania 60 sekund odpowiada dawce promieniowania
800 mJ/cm?; dla urzadzenia recznego (HH) kierowanego z odlegtoéci 5 cm dawka UV-C przy czasie nadwietlania przez dwie
sekundy wynosi 80 mJ/cm?, a przy 20 cm 16 mJ/cm?. dla ,powolnego” i ,szybkiego” poruszania sie, obliczamy dawke UV-C
wynoszaca 2,13 mJ/cm? (powolne) i 0,66 mJ/cm? (szybkie), zaktadajac skupiong wigzke intensywnosci. Jednak biorac pod
uwage rozktad $wiatta UV-C pod recznym urzadzeniem, zintegrowana dawka UV-C kumuluje sie do 20 mJ/cm? dla schematu
szybkiego poruszania sie.

Nastepnie wysuszony wirus zostat zrekonstytuowany 1 ml pozywki infekcyjnej i uzyty do zaszczepienia naiwnych komaérek
Caco-2 w seryjnych rozcienczeniach w celu obliczenia miana wirusa. Wykorzystujac zakazny szczep SARS-CoV-2 z ekspresja
chromoforu mNeonGreen (literatura 11), okresliliSmy iloSciowo zainfekowane (mMNG+) i catkowite (Hoechst+) komorki przez
zliczanie pojedynczych komérek za pomoca wieloptytkowego czytnika obrazowania.

Warto zauwazy¢, ze nawet krotkotrwate nadwietlanie zasuszonego wirusa promieniami UV-C w kontekscie schematu
,Szybkiego” poruszania sie catkowicie dezaktywuje SARS-CoV-2, poniewaz nie wykryto zakazonych komérek na podstawie
ekspresji biatka fluorescencyjnego (ryc. 1b). Miareczkowanie dwukrotnych serii rozcieiczen UV poddanych i niepoddanych
promieniowaniu prébek kontrolnych, a takze Swiezo rozmrozonego szczepu jako odniesienia, wykazato, ze suszenie przez
dwie godziny nie ma wiekszego wptywu na zakaznos¢ SARS-CoV-2 i wszystkie pie¢ schematdéw leczenia przy uzyciu UV-C
skutecznie dezaktywuje SARS-CoV-2 (ryc. 1c). Obliczenie mian wirusa na podstawie miareczkowania zrekonstytuowanych
zapasow wirusa wykazato, 7e:

utrata miana w wyniku suszenia z ~4*10"6 do ~3*10"6 IU/ml i skuteczng redukcje miana wirusa SARS-CoV-2 o 6 log przez
wszystkie stosowane schematy leczenia UV-C (ryc. 1d). Podsumowujac, nasze dane wykazuja, ze schematy UV-C, ktére
eksponujg SARS-CoV-2 w wysokim mianie na dawki do 16 mJ/cm? sg wystarczajgce do osiggniecia catkowitej dezaktywadji
wirusa.
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Dyskusja

Dezynfekcja powierzchni i aerozoli za pomocg promieniowania UV-C jest uznana, bezpieczng i niechemiczng procedura
stosowana do $rodowiskowej kontroli patogendw (1-3, 12). UV-C okazato sie skuteczne wobec kilku wiruséw, w tym
SARS- CoV-1 (literatura 4-6) i innych koronawiruséw, np. koronawiruséw psow (literatura 13). Tak wiec, jak ostatnio wykazali
inni badacze (literatura 8-10), a co zostato obecnie potwierdzone przez nasze badania, oczekiwano, ze SARS-CoV-2 jest
podatny na dezaktywacje przez obrébke promieniami UV-C. Jednym z krytycznych pytan jest przydatno$¢ tej technologii
w warunkach ,zycia codziennego”, w ktorych czas ekspozycji powierzchni lub aerozoli powinien by¢ jak najkrétszy, aby
umozliwic realistyczne zastosowanie, na przyktad w pomieszczeniach, ktére musza by¢ czesto uzywane jako sale operacyjne
lub wyktadowe. Ponadto, w takich warunkach zaktadamy, ze wirus jest wydychany z zakazonej osoby w postaci kropli
i aerozoli, i wysycha na powierzchniach, a wiec stanowi zagrozenie dla 0séb niezakazonych. PrzeprowadziliSmy symulacje
takiej sytuacji i najpierw ocenilismy, czy SARS-CoV-2 zaschniety na powierzchni jest zakazny. Suszenie przez dwie godziny,
zgodnie z wczesniejszymi pracami (literatura 14), nie spowodowato znacznego zmniejszenia zakaznosci wirusa, wskazujac,
ze zakazenia spowodowane wymazem moga rzeczywiscie odgrywac role w przenoszeniu SARS-CoV-2 (ryc. 1). Z drugie]
strony, nasze preparaty wirusowe sa suszone w podtozu buforowanym pH hodowli komérkowych, zawierajacym FCS, co
moze stabilizowac czastki wirusowe. Dlatego, chociaz nie jest to przedmiotem obecnych badan, interesujaca bedzie ocena,
czy dtuzsze suszenie lub preparaty wirusa w PBS wptywaja na stabilnos¢ srodowiskowag SARS-CoV-2.

Niezaleznie od tego ostatniego, naswietlanie promieniami UV-C wysuszonych preparatow SARS-CoV-2 o wysokim mianie,
zawierajacych ~3*10"6 1U/ml, poddano dziataniu UV-C, co spowodowato catkowitg redukcje zakaznosSci wirusa (ryc. 1).
W tym kontekscie warto zauwazyé¢, ze osiggnelismy 6-logowa redukcje mian wirusa w warunkach symulujacych dezynfekcje
powierzchni za pomoca ruchomego urzadzenia recznego VireWall Soluva H.

W protokole ,szybkiego poruszania sie”- (film uzupetniajacy 1) naswietlaliSmy powierzchnie w odlegtosci 20 cm z predkoscia
12,5 cm/s, co skutkowato obliczona zintegrowana dawka UV-C 20 mJ/cm? przy 254 nm. Jest to znacznie mniej niz wczesniej
podawana dawka 1048 mJ/cm? konieczna do osiagniecia 6-logowej redukcji miana wirusa podczas wystawiania wodnego
SARS-CoV-2 na dziatanie UV-C(10). W innym badaniu, przy uzyciu zrédta UV-LED o dtugosci fali 222 nm, 3 mJ/cm? prowadzito
do 2,51-logowej (99,7%) redukcji zakaznego SARS-CoV-2 podczas naswietlania przez 30 s, jednakze dezaktywacja nie
zwiekszyta sie przy przedtuzonym schemacie napromienianiado 300s (literatura 9). Ponadto, 20 s gtebokiego napromieniania
280 nm, co odpowiada dawce 75 mJ/cm?, zmniejszyto miano SARS-CoV-2 do 3 logbw (literatura 8). Poréwnujac te wartosci
zinnymi patogenami, SARS-CoV-2 wydaje sie szczegblnie wrazliwy na Swiatto UV-C. Aby osiagnac redukcje miana o 3 logi, dla
adenowirusa potrzebne jest 75-130 mJ/cm?, dla poliovirusa 11-28 mJ/cm?, a bakterie takie, jak np. Bacillus subtilis wymagaja
18-61 mJ/cm? (7). Jest to zgodne z wrazliwo$cig SARS-CoV na UV-C w aerozolach przy 2,6 mJ/cm?, podczas gdy adenowirusy
lub bakteriofagi MS2 byty odporne na takie traktowanie (literatura 1).

W sumie, ustaliliSmy skuteczno$é dziatania UV-C przeciwko SARS-CoV-2 w $rodowisku zaprojektowanym w celu
symulacji realistycznych warunkéw dekontaminacji. tatwa, szybka, wolna od chemikaliéw i wysoka skuteczno$é
leczenia UV-C w dezaktywacji SARS-CoV-2 wykazuje mozliwo$¢ zastosowania tej technologii w szerokim zakresie
mozliwych $rodowisk.
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Ryciny i legenda
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Ryc. 1. Dezaktywacja SARS-CoV-2 przez naswietlanie promieniami UV-C.
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(a) Uktad doswiadczalny réznych obrébek UV i zastosowanej préby infekcji z wykorzystaniem wirusa SARS-CoV-2.mNG

o zielonej fluorescencji.

(b) Dane pierwotne przedstawiajgce wyniki badania infekcji przy uzyciu nietraktowanego wirusa wyjsciowego jako kontroli
pozytywnejiwirusa poddanego dziataniu UV (HH, schemat szybkiego przemieszczania sie). W gbrnym rzedzie przedstawiono
catkowitg ilos¢ komérek (Hoechst+) dla kazdego dotka przy dwukrotnym seryjnym rozcieficzeniu wirusa. W dolnym rzedzie,

zainfekowane komorki sg wizualizowane jako komorki mNG+.

(c) Krzywe szybkosci zakazenia dla SARS-CoV-2-mNG napromieniowanego UV przy zastosowaniu réznych metod
napromieniania UV. Wykres przedstawia szybko$¢ infekcji przy kazdym dwukrotnym seryjnym rozcienczeniu, obliczong
jako liczbe zakazonych komérek (MNG+) w stosunku do catkowitej liczby komérek (Hoechst+) dla niepoddanego dziataniu
UV materiatu wirusowego (n=4). nie poddanego dziataniu promieniowania UV (n=4), wysuszonego wirusa (n=3) oraz
wysuszonego i poddanego dziataniu promieniowania UV wirusa z zastosowaniem pieciu réznych metod obrébki UV (n=2).
Dane sg przedstawione jako $rednie +/- SEM z liczby biologicznych powtorzeh wskazanych powyzej.

(d) Miano wirusa SARS-CoV-2-mNG po obrébce z uzyciem UV. Wykres przedstawia miana wiruséw obliczone
w IU/mL dla wyizolowanego, nie poddanego dziataniu UV i wysuszonego materiatu wyjsciowego, jak réwniez wysuszonego
i napromienionego UV wirusa przy réznych rodzajach obrébki. Liczba powtorzen biologicznych jest bezposrednio wykreslona
i wskazana w 1c. Dane sg przedstawione jako Srednie +/- SEM.

Film uzupetniajacy 1. Napromienianie UV przy uzyciu urzadzenia recznego, schemat powolnego przemieszczania sie.
SARS- CoV-2-mNG umieszczono na ptytce 6-dotkowej, suszono przez dwie godziny i napromieniowano UV, jak pokazano na
filmie. Predko$¢ obliczono na ok. 3,75 cm/s.

Film uzupetniajacy 2. Napromienianie UV przy uzyciu urzadzenia recznego, schemat szybkiego przemieszczania sie.
SARS- CoV-2-mNG umieszczono na ptytce 6-dotkowej, suszono przez dwie godziny i napromieniowano UV, jak pokazano na
filmie. Predko$¢ obliczono na ok. 12,5 cm/s.
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