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RESUMO

Introducao: A cabine de seguranca bioldgica (CBS) é um equipamento de protecdo coletiva, utilizado para efe-
tuar a contengdo de aerossoéis produzidos nos procedimentos laboratoriais. A CBS protege tanto os trabalhadores,
quanto o material manipulado e o meio ambiente. Dispde de lampadas de luz ultravioleta (UV) que possui acao
germicida, alterando os acidos nucleicos dos micro-organismos. Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar
a acdo germicida da luz UV da CBS classe 1II, tipo A2, frente a cultura de duas espécies de bactérias com diferentes
condigdes de exposicdo a luz UV. Material e Métodos: Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizadas as
bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, na concentracdo de 1,5x108
Unidades Formadoras de Colonias/ml (UFC/ml), que apds a semeadura em biplacas de Petri foram expostas a luz
UV em diferentes condigdes e tempos. Resultados: Os resultados obtidos revelaram que as espécies de bactérias
apresentaram igual perfil de crescimento ou inibicdo quando submetidas as diferentes condigdes de exposicdo. As
biplacas de Petri com as tampas abertas e protegidas ou ndo com embalagem de esterilizacdo apresentaram, nos
tempos 15 e 20 minutos, inibicdo bacteriana. Nas biplacas protegidas pelo papel aluminio e nas biplacas com a
tampa fechada, independentemente do tempo e da condigdo, os micro-organismos apresentaram crescimento bac-
teriano. Conclusao: Com os resultados obtidos, sugere-se que a acao germicida da luz UV foi eficaz, garantindo a
descontaminacdo adequada e assegurando a qualidade na biosseguranca laboratorial.
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ABSTRACT

Introduction: The biological safety cabinet (BSC) is a collective protective device used to hold aerosols produced
in laboratory procedures. The BSC protects workers, material handling, and the environment. It relies on ultraviolet
light (UV) lamps that have germicidal action, altering the nucleic acids of microorganisms. Objective: The objective
of the present study was to evaluate the germicidal action of BSC class II type A2 UV light against the culture of
two bacterial species with different conditions of exposure to UV light. Methods: For the research, the bacteria Sta-
phylococcus aureus ATCC 25923 and Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 were used, at a concentration of 1.5x108
Colony Forming Units/ml (CFU/ml), which were seeded in Petri biplates. Use UV light under different conditions
and times. Results: The bacterial species showed the same growth or inhibition profile when subjected to different
exposure conditions. Petri dishes with the cover open and protected or not with sterilization packaging showed
bacterial inhibition at 15 and 20 minutes. The microorganisms in the biplates protected by the aluminum foil and
in the biplates with the cover on, regardless of the time and condition, showed bacterial growth. Conclusion: With
the results obtained, it is suggested that the germicidal action of UV light was effective, ensuring adequate decon-
tamination and ensuring quality in laboratory biosafety.

Keywords: Biosafety Cabinet; Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumoniae; UV Light.
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Avaliagdo germicida da luz UV de CBS

INTRODUCAO

Os riscos bioldgicos sdo os que geram maior
preocupacdo aos profissionais de salde, pois em
uma eventual exposicdo ocupacional a agen-
tes patogénicos podem ocasionar uma possivel
infecgdo.!

Neste cenario, os conceitos de biosseguranca
sdo introduzidos como sendo um conjunto de agdes
destinadas a prevenir, controlar, reduzir ou eliminar
riscos inerentes as atividades que possam compro-
meter a saude humana, animal e 0 meio ambiente,
sendo o seu objetivo principal a criagdo de um
ambiente de trabalho onde se promova a conten-
¢ao do risco de exposicao a agentes potencialmente
nocivos ao trabalhador e o meio ambiente.?

Trés elementos de contengdo sdo importantes
na biosseguranca: as boas praticas de laboratério,
a escolha do equipamento de seguranca adequado
e o projeto de instalacdo. A combinagdo desses trés
elementos vai depender da avaliacao de risco do
trabalho a ser desenvolvido.3

As cabines de seguranga bioldgica (CSB) sdo
equipamentos de protegdo coletiva, utilizados para
proporcionar a contencdo de aerossdis, provoca-
dos por procedimentos com agentes infecciosos e/
ou quimicos.* Existem trés tipos gerais de cabines
(classes I, II e III) que possuem caracteristicas e
aplicacbes diferenciadas.

A CSB Classe I oferece protecao ao operador
e ao meio ambiente, mas ndo protege o produto a
ser manipulado. E uma cabine ventilada de pressdo
negativa, cujo o ar ambiente é aspirado através da
abertura frontal e da grelha na superficie de tra-
balho a uma minima velocidade de 75 pés lineares
por minuto (Ifpm), que corresponde a 0,38 m/s. O
ar exaurido passa previamente por um filtro HEPA
antes de deixar a cabine.>®

As CSBs Classe II sao divididas de acordo
com sua caracteristica construtiva, velocidades e
configuracdo do fluxo de ar e pelo seu sistema de
exaustado. Eles fornecem protecao ao operador, ao
meio ambiente e ao produto manipulado. O fluxo
de ar interior apresenta velocidade de 75 a 100
Ifpm, com uma corrente laminar vertical, saida de
ar com exaustdo e um sistema de filtragdo por meio
do filtro HEPA.® O fluxo de ar é direcionado para as
grades frontais e ao fundo da area de trabalho da
cabine. O ar de exaustdo, de alguns modelos, deve

ser descarregado diretamente para o exterior, atra-
vés de uma conexdo completa e rigida.”

A CSB Classe III foi projetada para o trabalho
com agentes microbioldgicos altamente infecciosos
e para a realizacdo de operacgdes de alto risco, ofe-
recendo maxima protecdo ao meio ambiente e ao
operador. Essa cabine é composta de um maédulo
lacrado a prova de gas e um visor de observacdo.*

Em uma cabine Classe III, tanto o ar insu-
flado como o ar exaurido sdo filtrados por filtros
HEPA. O ar de exaustdo deve passar através de dois
filtros HEPA, ou um filtro HEPA e um incinerador de
ar, antes da descarga diretamente para o exterior.
Em cabines Classe III ndo se processa a extracdo
do ar por meio do sistema de exaustdo geral do
laboratério. O fluxo de ar é mantido por um sistema
de exaustdo exterior dedicado para a cabine que a
mantém sob pressdo negativa minima de 125 Pa
(minimo de 0,5"WG).”

A CSB possui componentes de extrema
importancia, tais com o filtro High Efficiency
Particulate Air (HEPA) que apresenta uma eficiéncia
de filtracdo de 99,93% de particulas e a lampada de
luz ultravioleta (UV). A juncdo desses componentes
protege o trabalhador do material que estd sendo
manipulado.®

A radiagdo ultravioleta é composta por dife-
rentes comprimentos de ondas eletromagnéticas e
é dividida em: UV-A: 320-400 nanémetros (nm),
UV-B: 290-320 nm e UV-C: 15-290nm. A UV-A é
subdividida em UV-A I (340-400nm) e UV-A II (320-
340nm) e a faixa de UV-B é subdividida em UV-B de
banda larga (290-320 nm) e UV-B de banda estreita
(311- 313 nm).8

Na UV-C, o intervalo de comprimento de onda
entre 235 a 285nm ¢ ideal para acao germicida ina-
tivando os micro-organismos, sendo utilizadas tam-
bém em superficies de salas cirldrgicas e em salas
assépticas.?

Segundo Halstead et al. (2019)°, a luz UV é
capaz de danificar o acido nucleico (DNA e RNA) de
diversos de micro-organismos. Além disso, a sobre-
vivéncia de um micro-organismo exposto a luz UV
varia em funcao do tempo aplicado.

Considerando essa caracteristica germicida
da luz UV, o presente estudo avaliou a eliminagao
do micro-organismo quando exposto a luz UV na
CBS, visando garantir qualidade na biosseguranca
laboratorial, frente as culturas de duas espécies
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bacterianas em diferentes condicdes e tempos
expostas a luz UV.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no
Laboratdério de Microbiologia da Faculdade de
Tecnologia de Bauru - FATEC/Bauru. Foram tes-
tadas cepas de referéncia American Type Culture
Collection (ATCC) das seguintes bactérias patogéni-
cas: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031 expostas a luz ultravioleta
(modelo TVU 30W/g30 T8, marca Philips, Varginha,
Brasil), através da cabine de seguranca bioldgica
(modelo Biosafe 12, Classe II tipo A2, marca Veco,
Campinas, Brasil).

As cepas bacterianas foram subcultivadas em
biplaca de Petri com o meio de cultura agar san-
gue para crescimento das bactérias Staphylococcus
aureus e o agar MacConkey para desenvolvimento
das bactérias Klebsiella pneumoniae, utilizando para
semeadura alca descartavel de 10y, apds foram incu-
badas em estufa microbioldgica a 37 °C por 24 horas.

ApOds este tempo, foi realizada a preparacao
da suspensdo bacteriana através da uma diluicdo
contendo salina a 0,9% estéril para cada cepa, com
uma concentracao de 1,5x108 Unidades Formadoras
de Col6nias/ml (UFC/ml).

Para controle do crescimento bacteriano da
turvacdo as diferentes cepas foram semeadas em
duplicada e incubadas em estufa microbioldgica a
37 °C por até 24 horas.

Tabela 1

Barbosa ASAA, Camargo MP, Moreira JACMT, Diman RB, et al

Cada suspensao bacteriana foi semeada em
duplicada para realizagdo da exposicao a luz UV
nas seguintes condigOes: biplaca aberta e fechada,
biplaca protegida com embalagem de esterilizagao
com a tampa aberta e fechada e biplaca protegida
com papel aluminio com a tampa aberta e fechada.
Esses procedimentos foram realizados para cada
bactéria e nos tempos 5, 10, 15 e 20 minutos.

Ap0s cada exposicdo, as biplacas foram incuba-
das em estufa microbioldgica a 37 °C por 24 horas.

RESULTADOS

Os resultados obtidos em duplicado revela-
ram que as bactérias Staphylococcus aureus ATCC
25923 e Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 apre-
sentaram igual perfil de crescimento ou inibigao
guando submetidas aos diferentes estimulos de
exposicdo.

As biplacas de Petri com a tampa aberta e
protegidas ou ndo com embalagem de esteriliza-
¢do apresentaram crescimento na exposicdo 5 e
10 minutos; nos tempos 15 e 20 minutos o cres-
cimento bacteriano foi inibido. As biplacas de Petri
com a tampa fechada e protegidas ou ndao com
embalagem de esterilizagdo apresentaram cresci-
mento independente do tempo de exposicdao, como
consta na Tabela 1.

As biplacas protegidas com papel aluminio,
com a tampa aberta e fechada, apresentaram cres-
cimento de col6nias independente do tempo de
exposicdo, como apresentado na Tabela 1.

Resultados da exposicdo a luz ultravioleta em diferentes condigdes e tempos.

CondicOes 5 minutos 10 minutos 15 minutos 20 minutos
TA CB CB NC NC
TF ICB ICB ICB ICB
TAEE CB CB NC NC
TFEE ICB ICB ICB ICB
TAPA ICB ICB ICB ICB
TFPA ICB ICB ICB ICB

CB: houve crescimento bacteriano; NC: ndo houve crescimento bacteriano; ICB: incontaveis crescimentos bacterianos; TA: tampa
aberta; TF: tampa fechada; TAEE: tampa aberta protegida com embalagem de esterilizagdo; TFEE: tampa fechada protegida com
embalagem de esterilizagdo com a tampa fechada; TAPA: tampa aberta protegida com papel aluminio; TFPA: tampa fechada protegida

com papel aluminio.
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DISCUSSAO

As cabines de seguranca bioldgica sdo essen-
ciais no trabalho seguro com agentes infecciosos e
quimicos. Para assegurar o trabalho seguro e a pre-
vencdo de infecgdes sao fundamentais a manipula-
¢do e a manutencgao corretas do equipamento. 01!

A CSB tem como componente a luz UV, que
promove a inativagao dos micro-organismos, a irra-
diagdo altera os acidos nucleicos dos agentes infec-
ciosos, sem necessidade de produtos quimicos.?

O presente trabalho demonstrou que as dife-
rentes bactérias se comportaram de modo seme-
lhante nas diversas condicdes de procedimentos
e tempo. Esse fato ficou comprovado pelo cresci-
mento ou inibigdo das colénias bacterianas nas pla-
cas durante a realizagdo dos testes.

Pesquisa desenvolvida por Ueki et al. (2008)*?
com descontaminagao das CSB com alcool 70% e
exposicdo a luz UV por 15 minutos, revelou ser efe-
tiva, pois, houve crescimento de apenas uma ou
duas colonias de fungos e outros micro-organismos,
ndo havendo crescimento de micobactérias. Suas
observagoes foram concordantes com os resultados
do presente estudo, que apds a exposicao a luz UV
por diferentes tempos e condi¢bes foram observa-
dos a inibicdo do crescimento bacteriano.

Trabalho realizado por Ueki et al. (2006)*3
demostrou que a UV foi efetiva na eliminagao de
micobactérias expostas diretamente por no minimo
cinco minutos. Fato esse observado no presente
estudo que a exposicdao a UV com placa com a
tampa aberta obteve crescimento reduzido de
micro-organismo ja nos primeiros 5 minutos de
exposigao.

Resultados semelhantes ao presente estudo
foram publicados por Harrington et al. (2007)
em pesquisa realizada para avaliacdao da luz UV
na CSB com cepas bacterianas de Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Enterococcus fecalis ATCC 29212 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, concluindo a eficacia da
acdo germicida da luz UV em CSB.

Pelos resultados obtidos nas condicdes do
experimento, concluimos que a acdo germicida
da luz UV da CSB foi efetiva. A recomendacao
dos Manuais do Ministério da Saude? sugere, para
garantir uma descontaminacao adequada da area
de trabalho, ligar a luz UV por 15 minutos antes e

apos utilizacdo da CSB e as superficies devem ser
sempre limpas e descontaminadas quimicamente
por descontaminantes sempre antes e principal-
mente apods o uso das CSB.

Entretanto, os resultados sugerem que 0 uso
da luz UV deve ser um requisito importante com as
boas praticas laboratoriais para garantir a biossegu-
ranca laboratorial.

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, concluimos que a
acdo germicida da luz UV da CSB foi eficaz, garan-
tindo a descontaminagdo adequada, conforme
proposto durante o desenvolvimento do trabalho,
sendo essa pratica recomendavel para assegurar
qualidade na biosseguranca laboratorial.
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