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1. Untersuchungsgegenstand:
Untersucht wurde der Einfluss von UVC-Strahlen auf die Infektiositat des SARS-Coronavirus
(SARS-CoV).

2. Testmethode
Zur Untersuchung des inhibitorischen Effekts von UVC Strahlen wurde ein Test durchgefihrt, der
die Infektiositat des SARS-Coronavirus in Zellkultur untersucht (TCIDsg ; Bonin 1973).

Gerate
bioclimatic UVC-Sonderstrahler (185 + 254 nm). Wie unter Experiment 1 zusétzlich mit
Einrichtung zur Erzeugung von UV-Strahlen der Wellenldnge 185 nm und 254 nm.

3. Experimentelle Ansétze

lonisation

Eine Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen wurde mit 500 pl Virussuspension pro Vertiefung
beschickt. Die Platte wurde unter der Sicherheitswerkbank fiir 2 h ionisierter Luft ausgesetzt
(Abstand ca. 20 cm, hochste Leistungsstufe des Gerétes). Nach 0, 1 und 2 Stunden wurden von der
Zellkulturplatte aus jeweils 2 Vertiefungen je 500 pl Probe entnommen und kihl gelagert. Zu
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denselben Zeitwerten wurden Proben von einer Kontrollzellkulturplatte entnommen, die keiner
ionisierten Luft ausgesetzt wurde (s. Experiment 1).

Kombination lonisation/UVC

Danach wurde die mit ionisierter Luft behandelte Zellkulturplatte abgedeckt und aus der
Sicherheitswerkbank entfernt. Die UVC-Strahler wurden eingeschaltet. Nach einer Minute wurde
die Zellkulturplatte mit der Virussuspension erneut unter die Sicherheitswerkbank gestellt, der
Deckel abgenommen und der UVC-Strahlung ausgesetzt (Abstand ca. 3 cm). Nun wurden nach 1, 2,
3, 5, 10, 20, 30, und 40 Minuten Proben entnommen. Wahrend dieser Zeit wurde ebenfalls
ionisierte Luft produziert. Aus der Kontrollzellkulturplatte, die keiner UVC-Strahlung und
ionisierter Luft ausgesetzt war, wurde nach 40 Minuten eine Probe entnommen. Es wurden jeweils
Doppelproben entnommen. Alle Proben wurden kihl gelagert.

55ul von allen Proben wurden anschlieBend in 96 well Zellkulturplatten Gberfihrt und in
Vierfachbestimmung Verdiinnungsreihen zur Basis 10 angelegt (10° bis 10) Diese Verdiinnungen
wurden mit abtrypsinierten Vero-Zellen versetzt und fir 4 Tage im Zellkulturinkubator bei 37°C in
Gegenwart von 5% CO; inkubiert. Der Zustand der Zellen wurde taglich mit dem Mikroskop
kontrolliert.

Das gesamte Experiment wurde in dem Hochsicherheitslabor des Instituts fiir Virologie, Marburg
durchgefiihrt.

Ergebnisse:
Nach 4 Tagen wurde das Experiment beendet und abgelesen. Es ergab sich folgendes Bild: Die

Infektiositat des SARS-CoV wurde durch die zweistiindige Behandlung mit ionisierter Luft nicht
beeintrachtigt (nicht abgebildet). Die anschlieBende Behandlung mit UVC-Strahlen hingegen
reduzierte die Infektiositdt von SARS-CoV drastisch. Innerhalb von 1 Minute lag der Titer
unterhalb der Nachweisgrenze (Abb. 1 und 2). In den Proben, die nach 20 Minuten UVC
Bestrahlung gewonnen wurden befand sich eine Substanz, die bei héchster Konzentration (10°)
toxisch auf die Zellkultur wirkte (Abb. 1). Dieser Effekt trat auch nach 30 und 40 Minuten auf. In
der Kontrolle war dieser Effekt nicht zu bemerken (Abb. 1). Der toxische Effekt liel sich gut von
dem cytopathischen Effekt der Virusinfektion unterscheiden.
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Abb. 1 Einfluss von UVC Strahlen auf die Infektiositat von SARS-CoV. Eine Suspension von SARS-Cov wurde zunachst fiir 2 h mit ionisierter
Luft behandelt und anschlieRend fiir 40 min UVC Strahlen ausgesetzt. Dargestellt sind Zellen, die mit Kontrollviren inkubiert wurden (Obere Reihe,
keine Behandlung durch ionisierte Luft und UVC) und Zellen, die mit einer Virussuspension behandelt wurden, die nach 2h Behandelung mit
ionisierter Luft fiir 1 min UVC-Strahlen ausgesetzt waren. Im Gegensatz zur Kontrolle, die erst bei einer Verdiinnung von 10 keinen cytopathischen
Effekt mehr verursacht, ist die UVC-behandelte Probe auch in der héchsten Konzentration (10%nicht mehr in der Lage, die Zellen zu infizieren. In
den unteren Bildern (UVC, 20 min Verdiinnung 10° und 10") ist der beobachtete toxische Effekt der UVC-Bestrahlung auf das Zellkulturmedium
dargestellt. Nach 20 min Bestrahlung trat in Zellen, die mit der Virussupension in héchster Konzentration behandelt wurden, ein toxischer Effekt auf,
der zum Abldsen der Zellen und der kompletten Abrundung der verbliebenen Zellen fiihrte. Bei einer Verdiinnung von 10-1 war dieser Effekt nicht

mehr zu detektieren.
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Abb. 2 Einfluss von UVC Strahlen auf die Infektiositat von SARS-CoV. Eine Suspension von SARS-Cov wurde zun&chst fur 2 h mit ionisierter
Luft behandelt und anschlieBend (t = 0) fiir 40 min UVC Strahlen ausgesetzt. Dargestellt sind die die Mittelwerte der erhaltenen Virustiter (n=8) fir
die Zeit der UVC-Behandlung.



Diskussion

Der Effekt von UVC-Strahlung auf die Infektiositat war signifikant und schnell. Schon nach einer
Minute waren keine infektiosen Viren mehr nachweisbar. Die Inaktivierung wurde durch die
Anwesenheit von Serumproteinen nicht beeintréchtigt. In der Literatur wird angegeben, dass nach 1
h UV Behandlung die Infektiositit von SARS-CoV inaktiviert ist (Duan et al., 2003).
Demgegeniiber erscheint die von Bioclimatic eingesetzte Methode sehr effizient. Dartiber hinaus
muss festgestellt werden, dass die Volumina der virushaltigen Aerosoltropfchen, gegen die das
Gerét eingesetzt werden soll, sehr viel geringer sind, als in dem vorgestellten Experiment. Die UV-
Strahlen kdnnen deshalb in den Aerosolen sehr viel effizienter ihr Ziel erreichen. Es kann vermutet
werden, dass die Inaktivierung der Viren unter solchen Bedingungen noch schneller erfolgt.

4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Bestrahlung von SARS-CoV Suspensionen mit UVC reduzierte die Infektiositét innerhalb von
einer Minute unter die Nachweisgrenze (Reduktion um mehr als 4 Log Stufen).
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